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OZET

Kontrast madde nefropatisi (KMN), kontrast madde (KM) kullanimi1 sonrasi
goriilen kompleks bir akut bobrek yetmezligi sendromu olup hastanede gelisen akut
bobrek yetmezliklerinin en sik tiglincii sebebidir. KMN, hastanin hastanede kalis
zamanini, tedavi maliyetini ve hastanin mortalite ve morbiditesini belirgin bir sekilde
artirir. KMN patofizyolojisinde, renal kan akimindaki hemodinamik degisikliklere
bagl gelisen renal mediiller hipoksi, KM nin direkt sitotoksik etkileri ve oksidatif
stres gibi mekanizmalar suglansa da, altta yatan neden heniiz net olarak
aydnlatilamamistir. Antioksidan ve antiapopitotik etkileri bilinen kalpain inhibitor-1
(KAL-1) uygulamasi ile bobrekte iskemi/reperflizyon hasarmin engellendigine dair
calismalar mevcuttur. Bu calismada, ratlarda deneysel olarak olusturulmus KMN
modelinde, KAL-1’in antioksidan etkilerinin ve rat bobrek dokusundaki apopitotik
degisiklikler iizerine olan koruyucu etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Calismada, 28 adet 8-10 haftalik Sprague Dawley cinsi disi ratlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi: Kontrol grubu,
KM verilen grup (KM), KAL-1 verilen grup (KAL-1) ve KAL-1 ve KM verilen grup
(KM +KAL-1) Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi. Kontrol grubu
disindaki gruplardaki ratlar 3 giin susuz birakildi. KMN, dehidretasyon periyodundan
sonra, KM ve KM + KAL-1 gruplarindaki ratlara yiiksek ozmolal KM diatrizoate (6
ml/kg) kuyruk venlerinden uygulanmasi suretiyle indiiklendi. KAL-1 uygulamasi 10
mg/kg dozunda intraperitoneal olarak, KAL-1 ve KM + KAL-1 gruplarma KM
uygulamasindan 30 dakika once yapildi. Bobrek fonksiyon parametreleri ve bobrek
dokusundaki oksidatif stress belirtecleri 6l¢iildii. Deney sonrasinda sicanlar dekapite
edilerek bobrek dokular1 ¢ikarildi. Bobrek dokularma Hematoksilen- Eozin (H&E),
periyodik asit shiff (PAS) ve TUNEL boyama yapildi.

Sadece KM grubunda, serum kreatinin ve iire degerlerinde anlamli yiikselme
bulundu (sirasiyla, p<0.002, p<0.002). KM + KAL-1 grubunda serum kreatinin ve
iire seviyesi KM grubuna gore belirgin olarak diisiik saptandi (sirasiyla, p<0.002,
p<0.007). Doku malonildialdehid (MDA) diizeyleri KM + KAL-1 grubunda KM
grubuna gore daha diisiik saptandi. Katalaz (CAT) aktivitesi KM ile birlikte KAL-1

verilen grupta kontrol grubuna gore yiiksek, KM grubuna gore diisiik olarak izlendi.
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Stiperoksit dismutaz (SOD) seviyelerinde gruplar arasinda anlamli farklilik
izlenmedi.

Bu ¢alismada KM grubu ratlarin bobrek dokularinda PAS boyamasi sonucu
glomertillerde yapisal degisiklikler, mezengial matriks artisi, mediillada infiltratif
hiicre artis1 belirgin olarak goriildii. Tibiillerde dilatasyon, tiibiil epitellerinde
ayrilma ve bozulmalar ile vakuolizasyonu gosteren seffaf goOriniimlii tiibiiller
gozlendi. KAL-1 ve KM + KAL-1 gruplarinda ise kontrol grubuna yakin histolojik
bulgular mevcuttu. TUNEL boyamada, KM grubundaki ratlarin renal dokularinda
kontrol grubuna gore anlamh olarak apopitotik hiicre artis1 gozlendi. KM + KAL-1
grubunda ise KM grubuna gore apopitotik hiicrelerde azalma gozlendi.

Sonug olarak, bu ¢alismanin sonuglart KMN patogenezinde oksidatif stres ve
apopitozisin rolii oldugunu desteklemektedir. KAL-1 uygulamasi ile oksidatif stres
ve histolojik hasarm azaltilabilecegini gostermistir. Bu calismanin neticesinde elde

edilen veriler, baska klinik ve deneysel ¢aligmalarla desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Kontrast madde nefropatisi (KMN), apopitozis, oksidatif stres,
kalpain inhibitorii-1 (KAL-1)



ABSTRACT

PROTECTIF EFFECT OF CALPAIN INHIBITION ON CONTRAST-
INDUCED NEPHROPATHY IN RATS

Contrast-induced nephropathy (CIN) is a complex syndrome of acute renal
failure occurring after the use of contrast media and is the third most common cause
of acute kidney injury in hospitalized patients. CIN is associated with increased
morbidity and mortality, and increased costs of medical care. Although the
underlying mechanisms of CIN is unclear, some mechanisms are suspected such as
haemodynamic changes of renal blood flow, which lead to hypoxia of the renal
medulla, direct toxic effects of contrast media (CM) on renal cells and oxidative
stres. It was shown that calpain inhibitor-1 (CAL-1), which has antioxidant and
antiapoptotic effects, attenuated the renal ischemia-reperfusion injury. In this study,
antioxidant and protective effects of CAL-1 on apoptotic changes of the rat renal
tissue in experimental model of CIN were investigated.

Twenty-eight Sprague Dawley female rats, aged 8-10 weeks were used. The
experimental animals were divided into 4 groups that have 7 animals in each group:
control, contrast media (CM), CAL-1 and CAL-1 + CM. No application made to the
control group (group 1). Exception of control group, the others was left for 3 days
without water. CIN was induced by administration of high-osmolal contrast media
diatrizoate (6 ml/’kg) after 48 h of dehydration into the tail vein. Rats of CAL-1 and
CM + CAL-1 groups were administered Cal I-1 (10 mg/kg, IP) 30 minutes before
administration of CM. Kidney function parameters, renal tissue oxidative stress
markers were measured. After the experiment rats were decapitated and renal tissues
were obtained and dyed with Haematoxylin-Eosin, periodic acid shiff (PAS) and
TUNEL paints.

Increases of serum creatinine and urea levels in CM group were significantly
high than control group (respectively, p<0.002, p<0.002). Serum creatinine and urea
levels of CM + CAL-1 group were significantly lower than those in CM group
(respectively, p<0.002, p<0.007). Tissue malonyldialdehyde (MDA) levels in CM +
CAL-1 group were lower than in CM group. In CM + CAL-1 group catalase (CAT)

enzyme activity was higher than the control group but lower than the CM group.
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Superoxide dismutase (SOD) activity showed no significant difference between the
groups.

In this study were observed structural changes in glomeruli, mesangial matrix
hyperthrophy, increase of infiltrating cells in medulla, tubular dilatation, injury of
tubuler epithelium, transparent tubuli with vacuolisation on the renal tissues of CM
group rats with PAS staining. But in CM + CAL-1 and CAL-1 group, there were
similar histological findings with control group. CM group had a significant increase
in apoptotic cells with TUNEL staining. There was a significant reduction in
apoptotic cells in CM + CAL-1 group compared to diabetic group.

In conclusion, these results showed that oxidative stres and apoptosis have
important role in pathogenesis of CIN and CAL-1 has a protective effect against CIN
on the basis of the biochemical and pathological findings. The data obtained from

this study, should be supported with other clinical and experimental studies.

Key Words: Contrast-induced nephropathy (CIN), apoptosis, oxidative stres, calpain
inhibitor-1 (CAL-1).
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1. GIRIS

Kontrast maddeler son yillarda klinik pratikte kullanimi giderek artan ve taniya
gitmede oldukc¢a faydali olan ajanlardir. Bilim insanlarinin gayretli ¢caligmalari ile
glinimiizdeki konumlarma ulasmislardir ve bir¢ok hasta grubunda giivenle
kullanilmaktadirlar (1, 2).

Kontrast maddelerin uygulandiktan sonra tani i¢in oldukca fazla olan katkilar1
yaninda viicutta istenmeyen etkileri de gozlenebilmektedir. Bu etkilerin bir kismi ilag
tedavisi gerektirmeyen minor reaksiyonlar iken, bir kismi medikal destek olmaksizin,
engellenemeyen kalict hasarlara neden olabilen ciddi komplikasyonlardir. Kontrast
madde (KM) nefropatisi, KM kullanim1 sonras1 goriilen kompleks bir akut bobrek
yetmezligi sendromu olup hastanede gelisen akut bobrek yetmezliklerinin en sik
ticlincii sebebidir (3).

Insanlarda kontrast madde nefropatisi’nin (KMN) fizyopatolojisi net degildir.
Klinik ve deneysel ¢aligmalarda KM’ nin dogrudan toksik etkisi yaninda immiinolojik
hasar ve renal mediiller hipoksinin patogenezden sorumlu mekanizmalar oldugu
disiiniilmektedir (4-6).

Kontrast madde kullanimi gerektiren islemlerin glin gectikge artiyor olmasi
gelecekte muhtemelen bu komplikasyonla daha sik karsilasacak olan hekimlerin
KMN tanisinda daha dikkatli, tedavi ve Onlenmesinde ise daha bilgili olmalar:
gerekmektedir. KMN’nin tedavisinin asil olarak destek tedavisinden olugmasi
koruyucu Onlemleri de bu komplikasyonla miicadelede daha o6nemli bir yere
koymaktadir. KMN’yi 6nlemede profilaktik olarak sivi tedavisi ve diisiik yogunluklu
KM kullanimi en etkin yontemler olmakla birlikte asetilsistein, fenoldopam, sodyum
bikarbonat, kalsiyum kanal blokerleri gibi bir¢cok farkli ajanlarla ilgili ¢aligmalar
yapilmaktadir (1, 7).

Kalpainler kalsiyum bagimli sistein-proteazlardir. Bu proteazlar membran
baglantil1 regiilator proteinlerden olup hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve gelismesinin
regililasyonunda, ve apopitotik hiicre 6liimiinde rol oynarlar. Kalpainlerin beyin,
karaciger, kalp ve bobrek hiicrelerinde hipoksik/iskemik hasarin mediyatorleri
olduklar1 gosterilmis olup, bunlarin inhibisyonuyla hasarin azaltabilecegi hatta

onleyebilecegini destekleyen bulgular saptanmustir (8, 9).



Kalpain aktivitesini inhibe eden bir dizi sentetik bilesik tasarlanmistir. Bunlar
gecis-bolgesi inhibitdrleri, irreversibl inhibitorler, kalmodulin antagonistleri ve
poliaminlerdir (10). Kalpain inhibitor-1 ve kalpain inhibitor-2 peptid aldehit ve keton
yapisinda olan gegis bolgesi inhibitorlerindendir. Kalpain inhibitor-1 ile saglanan
kalpain inhibisyonunun ratlarda olusturulan renal hipoksi modelinde proksimal tiibiil
hiicrelerindeki sitoprotektif etkileri gosterilmistir (11).

Bu c¢alismada, fizyopatolojisinin merkezinde renal hipoksi yatan kontrast
nefropatisinde kalpain inhibitér-1 ile saglanan kalpain inhibibisyonun etkilerini

arastirmak amaglanmistir.
1.1. Kontrast Madde Nefropatisi
1.1.1. Tamm

Intravaskiiler KM kullanim1 sonrasi gelisen ve diger tiim renal yetmezlik
nedenlerinin ekarte edildigi akut bobrek yetmezligine KMN denir. KMN teshisi i¢in
glinlimiizde en ¢ok kullanilan tanimlama, KM kullanim1 sonras1 48-72 saat i¢inde,
baska bir etiyolojik sebep olmaksizin, serum kreatinin degerinde 0.5 mg/dl (44.2
umol/mL) veya bazale gore % 25° den fazla artis olmasidir. Tipik olarak serum
kreatinin degeri kontrast madde verildikten 24-72 saat sonra yiikselmeye baslar, 3.-5.
Giinlerde en yiiksek seviyeye ulasir ve 7.-10. giinlerde normal degerine iner (1, 12,

13).
1.1.2. insidans

Kontrast madde nefropatisinin insidansi tam olarak bilinmemektedir. Yapilan
calismalarda bobrek yetersizliginin tanimlanmasi veya hasta se¢imi gibi calisma
diizenlerindeki farkliliklar nedeniyle KMN insidanst %0 ile %23 arasinda oldukga
degiskenlik gostermektedir (14-16). Rihal ve ark. (14) perkiitan koroner girisim
nedeniyle KM uygulanan 7586 hasta iizerinde yaptiklar1 retrospektif bir ¢calismada,
hastalarin % 3.3’tinde KMN gelistigini, KMN saptananlarin hastane 6liim oranlarinin
ise % 22 oldugunu ve KMN gelisip de sag kalan hastalar i¢in de 1 y1l ve 5 yil sonraki
mortalite oranlar1 sirasiyla % 12,1 ve % 44,6 oldugunu saptamiglardir. Nash ve ark.
(17) 4622 hasta iizerinde yaptiklar1 bir ¢calismada hastanede kazanilmis bobrek
yetmezliginin en sik 3. nedeninin %]11°lik oranla KMN oldugunu ve bunun artmis

mortalite ve morbidite hiziyla iligkili oldugunu gostermislerdir.



Genel popiilasyonda KMN insidanst diisiikken, secilmis gruplarda yiiksek
olabilir. Renal yetmezlik, diabetes mellitus, ileri yas, konjestif kalp yetmezligi veya
nefrotoksik ila¢ kullanimi gibi risk faktorleri olan hastalarda KMN insidansi risk
faktorii sayisiyla dogru orantili olarak artmaktadir. Risk faktorii tasimayanlarda
KMN insidans1 %3-5 iken, dort risk faktorii olanlarda KMN insidansinin %100°e
kadar cikabilecegi bildirilmistir (15, 18, 19).

1.1.3. Kontrast Maddeye Bagh Nefrotoksisite Mekanizmalan

Insanlarda KM uygulanmasimin hangi mekanizma ile bobrek hasarma neden
oldugu heniliz tam olarak anlasilamamistir (16). Pek ¢ok faktoriin karsilikl
etkilesiminin patogenezde rol oynadigir diisiiniilmektedir. Yapilan c¢aligmalar
sonucunda KMN gelisiminde rolii oldugu diisiiniilen mekanizmalar Sekil 1’ de
ozetlenmistir (20). KM’lerin renal tiibiiler hiicreler lizerine olan dogrudan toksik
etkileri ve renal mediillar hipoksi KMN olusmasinda suglanan en Onemli

patofizyolojik mekanizmalardir (5, 20).
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1.1.3.1. Renal Hemodinamik Degisiklikler

Hayvanlarda yapilan caligmalarda kontrast uygulama sonrasi bifazik bir
hemodinamik cevabin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Morris ve ark. (21) konuyla ilgili
yaptiklar1 ¢aligmalarinda KM’nin intraarteryel uygulamasi sonrasinda ilk olarak
vazodilatasyonun ortaya ¢iktigini ve bunu uzamis bir vazokonstriksiyon fazinin takip
ettigini gézlemlemislerdir. Benzer sekilde Bakris ve ark. (22) kopekler ile yaptiklari
deneylerinde KM’nin intraarteryel inflizyonunun baslangi¢ta kan akiminda kisa
siireli bir artisa sebep oldugunu ve bunun renal vaskiiler yapida uzamis (3 saat)
vazokonstriksiyon ile sonlandigmi gostermiglerdir. Bu vazokonstriksiyonun
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte arastirmacilar vazokonstriktif fazda
kalsiyum akiginin 6nemini gostermislerdir. Ayni1 calismada kontrast maruziyetinden
once T tipi kalsiyum kanal blokerleri (diltiazem veya verapamil gibi) veya bir
kalsiyum selatorii olan etilenglikol tetra asetik asit ile tedavi edilenlerde
vazokonstriksiyonun belirgin olarak azaldig1 gosterilmistir.

Takip eden ¢alismalarda renal kan akimindaki azalmanin tek diize olmadigi
ve KM’nin bdbrek icinde bolgesel etkileri oldugu bulunmustur. Normal kosullarda
renal mediillanin oksijenizasyonu zayif oldugu i¢in hipoksik hasara duyarhdir.
Kortekste 50 mmHg olan oksijen basinci mediillada 10-20 mmHg’dir (23). Oksijen
basmcinm diisiik olmasi, vasa rekta ile henlenin ¢ikan kolunda sodyumun aktif
transportu swrasinda oksijenin kullanimma baghdir (24). Yapilan bir ¢aligmada,
iohexol infiizyonu ile renal korteksteki kan akimi %20’ye kadar arttirilirken ayni
anda dis mediilladaki kan akimimin %40°’a kadar azalmakta oldugu isaretli eritrositler
kullanilarak gosterilmistir. Sonugta renal kan akimi mediilladan kortekse yonelmekte
ve bu etki ile (¢alma fenomeni) ‘secici renal mediiller iskemi’ gelismektedir (25).
Liss ve ark. (26) saglikli ratlara KM enjeksiyonu sonrasit gelisen mediiller kan
akimmdaki azalmanin oksijen tiiketimindeki %60’lik azalma ile beraber oldugunu
gostermislerdir. Bu dis mediiller kan akimindaki se¢ici azalma ve ortaya ¢ikan
hipoksi, KMN’deki histopatolojik bulgulara katkida bulunuyor olabilir. Heyman ve
ark. (23, 27) yaptiklar1 ¢alismalarda tuz kisitlamasi yapilan ratlarda KM enjeksiyonu
sonrast gelisen nekrotik degisikliklerin mediiller bolgedeki henlenin kalin ¢ikan
kolunda ve proksimal tiibiiliin S; segmentinde diger bolgelere gore daha fazla oldugu

saptanmistir. D1s mediilladaki oksijen diizeyi mediiller kan akimina ve metabolik



ithtiyaca gore degistigi icin KM nin mediiller oksijenasyon ve bunun sonucu ortaya
cikan nefrotoksisite tiizerine olan etkileri, kisiler arasinda biiylik farkhiliklar
gosterecektir. Diyabetes mellitusta KM nin mediiller kan akimi iizerine olan etkileri
¢ok daha belirgin olmaktadir. Ornegin, Palm ve ark. (28) streptozosin ile diabetes
mellitus olusturulan sicanlarda KM enjeksiyonu ile mediiller kan akiminda azalma
oldugunu ancak normal hayvanlarda bu azalmanin olmadigin1 gostermislerdir.

Cesitli arastirmalarda ¢ok sayida vazoaktif maddenin, KM’ nin neden oldugu
renal vazokonstriksiyon ile ilgili oldugu ileri siirtilmistir (29, 30). KMN’deki
hemodinamik degisikliklerden sorumlu tutulan vazoaktif maddelerden bazilari,
atriyal natriiiretik peptit, adenozin, endotelin, vazopressin, nitrik oksit, noradrenalin
ve anjiotensindir. Endotelin-1, 21 aminoasitli bir peptit olup renal fonksiyonlar1
diizenler ve renal vaskiiler rezistansin artigiyla karakterize cesitli renal hastaliklarin
patogenezinde rol oynar. Endotelinin etkisi endotelin-reseptdr subtiplerinin
aktivasyonuna bagli olarak degismektedir. Endotelin-A reseptorii esas olarak
vazokonstriiktor  etki  yaparken, endotelin-B  reseptorii  vazodilatator  etki
gostermektedir (31). Endotelin-A selektif blokerlerinin kullanildigr  bir rat
calismasinda, KM’nin yol actigi, renal dis mediiller hipoksik etkinin endotelin
etkisinin inhibe edilmesi ile diizeldigi bildirilmektedir (32). Ote yandan Wang ve ark.
(33) yaptiklar1 klinik bir ¢calismada ise endotelin-A ve endotelin-B kombine blokeri
(bosentan) alan insanlarda KMN insidansinin plasebo grubuna gore anlamli derecede
arttig1 gostermislerdir.

Yapilan ¢aligmalarda adenozin reseptdr antagonisti teofilinin KM nin neden
oldugu glomeriiler filitrasyon hiz1 ve renal kan akimindaki diisiisii azalttigi, adenozin
“uptake” inhibitorii olan dipiridamoliin KM’ nin neden oldugu vazokonstriksiyonu
potansiyalize ettigi gosterilmistir (34). Adenozin, A2 stimiilasyonu ile efferent
arteriolde ve mediiller kapillerlerde vazodilatasyona, Al stimiilasyonu ile de afferent
arteriolde vazokonstriksiyona yol agar ve renal vazokonstriiksiyonu baskin hale
getirir. Bu durum intrarenal adenosin inflizyonu sonrasi renal kan akimimin
azalmasinin nedenini agiklar (35).

Nitrik oksit (NO) L-arginine’den NO sentetaz enzimi tarafindan sentezlenen
glicli  bir vazodilatordir. NO, glomeriiler ve mediller hemodinamiklerin

regiilasyonu, tiibiiloglomeriiler feedback, renin salinimi ve ekstraseliiler sivi voliimii



regililasyonu ile yakindan iliskilidir. NO sentez inhibitorii olan L-Nitro-L-Arjinin
Metil Ester’in, NO miktarin1 azaltmak suretiyle vazodilatasyon yanitinin olusmasini
engelleyerek renal vazokonstriksiyona neden oldugu ve kan basincini arttirip, renal
kan akimini azalttigi ve mediiller oksijen basmcini anlamli olarak diisiirdiigii
gozlemlenmigstir. Ribeiro ve ark. (36) farklh KM’lerin NO iretimi iizerindeki
etkilerini in vitro olarak arastirmiglar ve NO iiretimindeki azalmanin KM’nin
osmolaritesi ile orantilt oldugunu bulmuslardir. Ratlarda KM verilmeden 6nce NO
sentez inhibitorii verilmesinin KM’ nin nefrotoksik etkilerini potansiyalize ettigi ve
NO’nun fizyolojik perkiisorii L-arginin ile bu etkilerin tersine c¢evrildigi
gosterilmistir (37-39).
1.1.3.2. Osmolalitenin Rolii

Stvilarin osmolalitesini igerdikleri partikiil sayis1 belirler. Yar1 gegirgen bir
zarla ayrilmis iki farkli osmolalitede olan sividan, hipoosmolar olani, karsi tarafa sivi
verirken, hiperosmolar olan sivi, karsi taraftan su ¢eker. Bu durum KM’lere bagl
ortaya ¢ikan bazi istenmeyen etkilerin temelini olusturmaktadir. 1500 mOsm/kg’in
iizerinde osmolalitesi olan KM’ler yiiksek osmolar, 550-850 mOsm/kg olanlar diisiik
osmolar ve plazmaya daha yakin osmolalitede olanlar ise izoosmolar olarak kabul
edilmektedir. Cesitli klinik calismalar ve deneysel gozlemler KM’nin
hiperosmolalitesinin KMN patogenezinde rol oynadigini desteklemektedir (40, 41).
Toplam 31 calismanin metaanalizinde, diisiik osmolar kontrast maddenin (DOKM)
yliksek osmolar kontrast maddeye (YOKM) gore daha diisiik nefropati riskiyle
beraber oldugu gosterilmistir (42). Hiperosmolalitenin tiibiiloglomeriiler sivi
reabsorbsiyonunu arttirarak ya da tiibliler hidrostatik basingta artisa yol agarak
glomertiler filtrasyon hizinda diisiise yol agmakta ve olusturdugu osmotik diiirez
nedeniyle henlenin ¢ikan kalin kolunda sodyumun aktif transportunu artirarak
oksijen ihtiyacin1 arttrmakta ve vazokonstrilksiyonu saglayarak mediiller
hipoksemiyi daha da koétiilestirdigi diisiiniilmektedir (23, 40, 43).

1.1.3.3. Direkt Toksik Etkiler, Oksidatif Stres ve Apopitozis

Kontrast madde nefropatisi gelisiminde rolii oldugu ©ne siiriilen
mekanizmalardan biri KM’ nin bobrek tiibiillerinde yaptigi direkt toksik etkidir.
Cesitli deneysel calismalarda KM enjeksiyonu sonrasi saptanan epitelyal hiicre

vakuolizasyonu, intestisyel inflamasyon, hiicresel nekroz gibi patolojik degisiklikler



ve enzimiiri KM’lerin renal tiibiiler epitelyal hiicreler iizerine dogrudan toksik
etkilerinin oldugunu diisiindiirmektedir (44-46). En sik gozlenen histopatolojik
ozellik proksimal tiibiillerdeki ciddi fokal veya diffiiz vakuolizasyon veya tiibiiler
nekrozdur. Renal dokunun yiiksek osmolar yiike maruz kalmasi ‘osmotik nefrozis’
adinda karakteristik histopatolojik degisikliklere neden olur (45).

Moreau ve ark. (45) KM maruziyeti sonrasinda 10 giin i¢inde renal
biyopsinin yapildig1 211 hasta lizerinde yaptiklari ¢aligmalarinda 47 hastada osmotik
nefrozis, 29 hastada tiibiiler atrofi ve/veya nekroz gelistigini tespit etmislerdir. Fakat
serum kreatinin diizeyindeki degisim ile osmotik nefrozisin ciddiyeti arasinda bir
iligki saptayamamigslardir. Farkli ¢alismalarda KM uygulamasiyla tiibiiler sistemde
lokalize olan lizozomal N-asetil-B-D-glukozaminidaz, laktat dehidrojenaz, L-
gamaglutamil transferaz, alkalen fosfataz, alaninaminopeptidaz gibi enzimlerin ve [3;
mikroglobiilinin idrarla eksresyonlarmin arttig1 gézlemlenmistir (46-49).

Kontrast maddelerin bobrege olan dogrudan toksik etkilerinin olugsmasindaki
en 6nemli mediatdrlerden birisinin serbest oksijen radikalleri (SOR) olduguna dair
anlamli bulgular vardir (29, 50). SOR i¢in bir ¢ok tanim yapilmasina ragmen
otoritelerin iizerinde birlestigi tanim; bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik
yoriingesinde bulunan ve genelde ¢ok reaktif olan ¢iftlesmemis elektron bulunduran
bir kimyasal {iriin oldugu seklindedir. Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari,
bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma
mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla tiretimi doku hasar1 ve
hiicre 6limii ile sonuglanmaktadir (51, 52). Organizmada SOR {iretim hizi ile ortadan
kaldirilmast bir denge halindedir ve bu duruma oksidatif denge adi verilmektedir.
“Oksidatif Stres” olarak adlandirilan durumda; serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma sistemi arasinda ciddi dengesizlik olusmakta, bu durum doku
hasar1 ile sonuglanmaktadir (53). Yasla birlikte oksidan hasara karsi koyabilme
yeteneginin azalmasi yasli hastalarda KMN gelisiminin sik goriilmesine katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Ayrica KMN insidansinin daha yiiksek oldugu diabetes
mellitus ve renal yetmetzlik durumlarinda da oksidatif stres artmustir (54, 55).

Kontrast madde maruziyeti sonrasi gelisen ciddi vazokonstriksiyon ve
otoregiilasyondaki bozulma sonucu ortaya c¢ikan postiskemik oksidatif stres renal

endotelyal hiicrelerde lipid peroksidasyonu, protein hasar1 gibi etkilerle KMN



patogenezinde rol oynamaktadir. Deneysel hayvan modellerinde KM uygulamasi
sonrasinda lipid peroksidasyonunun bir sonucu olan malondialdehid (MDA)
diizeylerinin arttig1 ve renal kortekste siiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
gibi antioksidan enzim aktivitelerinde azalma saptanmistir (50, 56). Ayrica
ekstraselliiler sinyal molekiilleri olan SOR’lar KMN gelismesinde 6nemli oldugu
diisiiniilen ¢esitli vazokonstriktorlerin (anjiotensin II, tromboksan A2, endotelin-1,
adenozin ve norepinefrin gibi) etkilerinde de rol oynayabilirler.

Bazi caligmalarda KM uygulamasi sonrasi apopitozisin arttigma dair bulgular
vardir. In vitro olarak bdbrek hiicre kiiltiiriinde KM nin etkilerinin degerlendirildigi
bir ¢aligmada renal epitelyal hiicrelerde normooksik durumlarda bile diatrizoatla
konsantrasyon ve siire bagimli olarak DNA fragmantasyonunu goézlenmistir (57).
Yapilan baska calismalarda da KM toksisitesine bagl apopitozis bulgular:
saptanmistir (6, 58). Hizoh ve Haller (58) tarafindan yapilan bir ¢alismada KM
uygulamasi sonrasi apopitoziste artis oldugu gosterilmistir. Arastirmacilar bunun
olas1 mekanizmasinin KM’ nin yiiksek osmolalitesi oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
bu ¢aligmada antioksidan ajanlar olan asetilsistein ve taurinin apopitozis lizerine olan
etkileri arastirilmis olup sadece taurinin apopitozisi azalttig1 gozlemlenmistir. Katholi
ve ark. (6) yaptiklar1 calismalarinda yiiksek osmolar bir KM olan diazoksitin bobrek
epitelyal DNA fragmantasyonuna sebep oldugunu géstermislerdir. Bununla birlikte,
bu etkiyi mannitol ve sodyum kloriir gibi diger yiiksek osmolar maddelerin de
yaptig1 gosterilmistir. Son yillarda yapilan baska bir calismada hem izoosmolar hem
de diisiik osmolar KM’lerin de doz bagimli olarak renal apopitozisi arttirdiklar1 ve
asetilsistein ve askorbik asidin apopitozisi azalttigi sodyum bikarbonatin ise

apopitozis lizerine etkisi olmadigi1 saptanmistir (59).
1.1.3.4. Diger Etkiler

Kontrast maddeye bagli nefrotoksisitenin patogenezinde rol aldig1 diisiiniilen
bir diger mekanizma da tiibiiler obstriiksiyondur. KM’ler iki farkli mekanizma ile
tiibiiler obstriiksiyona neden olur. Ilki KM’ler iirik asit atilimini arttirirak, iirat
presipitatlarinin olusmasina neden olur. Bu presipitatlar tiibiiler obstriiksiyona,
dolayisiyla tiibiiler hasara neden olabilir. Ikinci mekanizma ise KM’lerin renal

tiibiiliislerde obstriiksiyona neden olan Tamm-Horsfall proteinlerinin agregasyonunu



arttrmasidir  (60). Bu iddia 06zellikle multipl miyelom hastalarinda 6nem
kazanmaktadir (61).

Birgok calismada KMN’nin immiin mekanizmalarla olusabilecegi
gosterilmistir. KM verilmesinden sonra kompleman sisteminin alternatif yolakla
aktive oldugu ve aktive olmasi ile mezengiyumda notrofil ve makrofajlarin
stimulasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu hiicrelerin bobrek parankimine
infiltrasyonunun SOR olusumunu arttrrmak suretiyle KMN gelisiminde rol
alabilecegi One siirtilmiistiir (62).

Bazi rat ¢aligmalarinda KM’lerin hipertonik etkisi ile eritrositlerde membran
deformitesine yol actig1 boylece mikrovaskiiler staza neden oldugu ve bu etkilerinin
mediiller hipoksiyi derinlestirerek KMN gelisimine katkis1 olabilecegi gosterilmistir
(26).

1.1.4. Risk Faktorleri

Kontrast madde nefropatisinin insidansi bulunan risk faktorii sayisi ile dogru
orantili olarak arttigindan KMN gelismesini engellemek icin yiiksek riskli hastalarin
dogru bir sekilde belirlenmesi ve dnlemlerin erkenden alinmas1 gerekmektedir. Tablo

1’de KMN gelisiminde rolii oldugu diisiiniilen baz1 risk faktorleri gésterilmistir (7).
1.1.4.1. Onceden Var Olan Renal Bozukluk

Kontrast nefropati gelisimi i¢in dnceden var olan bobrek yetersizligi en
onemli risk faktorlerinden biridir. Glomertler filitrasyon hizi’nin (GFH) < 60
ml/dk/1.73m” olmas1 major risk faktoriidiir ve bu gruptaki hastalara 6zellikle dikkat
edilmesi gerekir (63). Renal fonksiyonlar1 yetersiz olan hastalarda KM’nin viicuttan
uzaklastirilmasindaki gecikme nedeniyle KM’nin toksik etkilerine daha uzun siire
maruz kalmalar1 ve bu grup hastalardaki artmis oksidatif stres KMN insidansinin
daha yiiksek olmasmin nedeni olabilir. KMN gelisim siklig1 renal bozuklugun
derecesi ile dogru orantili olarak artmakta olup yapilan bir ¢alismada bazal kreatinin
seviyeleri 2,5-2,9 mg/dl olan gruptaki KMN insidansi, bazal kreatinin seviyeleri 1,5-
1,9 mg/dl olan gruptan 5 kat daha yliksek olarak bildirilmistir (64). Koroner
anjiografi yapilan hastalarin dahil edildigi prospektif olarak yapilan bir g¢ok
calismada 6nceden var olan renal bozukluk KMN gelisimi i¢in en 6nemli risk faktori

olarak saptanmistir (14, 65, 66).



Tablo 1. Kontrast iliskili nefropati i¢in risk faktorleri

KONTRAST iLiSKILI NEFROPATI iCIN RiISK FAKTORLERI

KESIN RiSK FAKTORLERI

Diabetes mellitus ve bobrek yetmezligi tablolarinin bir arada olmasi

Daha 6nceden bobrek yetmezligi tanist olmasi (Serum kreatinin seviyesinin >1.2 mg/dl olmasi ya da
GFH<60 ml/dk olmast)

Kalp yetmezligi (NYHA evrelemesinde; evre 3 - 4 kalp yetmezligi veya ejeksiyon
fraksiyonunun % 50’nin altinda olmasr)

Hipotansiyon ve kardiyojenik sok

YOKM kullanilmast

125 cc lizerinde KM kullanilmas1 ve 72 saat i¢inde ikinci defa KM kullanilmasi
fleri yas

Es zamanli nefrotoksik ajan kullanilmasi

OLASILI RiSK FAKTORLERI

Bobrek fonksiyonlarmin bozuk olmadigi halde diabetes mellitus tanisi olmasi
Periferik arter hastalig

Hipertansiyon

Hiperiirisemi

Karaciger yetmezligi

Nefrotik sendrom

Anemi

Multiple miyelom

Akut miyokard infarktiisii

Hiperlipidemi

1.1.4.2. Yas

Hasta yas1 yapilan birgok arastirmada KMN gelisimi i¢in risk faktorii olarak
gosterilmistir. Bunun yasla birlikte bozulan bobrek fonksiyonlariyla iliskisi olacagi
gibi baz1 arastirmalarda da ileri yasin bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir
(14, 63, 67-69).Yasla birlikte oksidan hasara karsi koyabilme yeteneginde azalma,
bobrek ve endotel fonksiyonlarinda bozulma KMN riskinin nedenleri olabilir (70).

1.1.4.3. Diabetes Mellitus
Cok degiskenli varyasyon analizleriyle yapilan c¢aligmalarda diabetes
mellitusun KMN gelisimi i¢in bagimsiz risk faktorii oldugu saptanmustir (63, 71-73).

Diabetes mellitus KMN gelisimi i¢cin onemli bir risk faktérii olmasma karsin

diyabetik hastalarin ¢ogunda birlikte renal yetmezlik tablosunun olmasi dikkat
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cekicidir. Diyabetik hastalarda birlikte nefropati bulunup bulunmamasma bagh
olarak KMN insidans1 degismektedir. Diyabet ve renal bozuklu§unun bir arada
bulundugu hasta grubu KMN gelisimi i¢cin en yiiksek riske sahip gruptur (72).
Diyabetik hastalarda bobrek fonksiyonlarma bagli olarak KMN insidansi %5-30
arasinda degistigi bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda normal renal
fonksiyonlara sahip diyabetik hastalarla normal renal fonksiyonlara sahip diyabetik
olmayan hastalar arasinda KMN gelisime riski agisindan anlamli fark gézlenmemistir
(74). Her ne kadar normal renal fonksiyonlu diyabetik hastalarda KMN riskinde
belirgin bir artis saptanmasa da bu hasta grubunda oksidatif stresin artmasi, endotel
fonksiyonunun bozulmasi, endotelin-1 ve anjiotensin-1 diizeylerinin artmasi ve NO
bagimli renalvazodilatasyonun bozulmasi gibi diabetes mellitusta goriilen vaskiiler
degisikliklerin KMN gelisimi i¢in predispoze olabilecegi one siiriilmiistiir (74).
1.1.4.4. Kalp Yetmezligi

Kontrast madde nefropatisi insidansinin ve risk faktorlerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan caligmalarda kalp yetmezliginin KMN gelisimi i¢in artmis riskle
iligkili oldugu gosterilmistir. New York Heart Association (NYHA) evrelemesine
gore evre 3-4 olan hastalarda 6zellikle ejeksiyon fraksiyonu % 50’nin altinda ise
hastalarin kardiyak performanslar1 bozuldugu gibi, renal perfiizyonlar1 da
bozulmaktadir. Renal kan akiminda meydana gelen azalma ve kalp yetmezligine
bagl artan oksidatif stresin bu hasta grubundaki KMN risk artiginin nedenleri oldugu
disiiniilmektedir (68, 71, 72, 75).

1.1.4.5. Hipotansiyon ve Hipertansiyon

Kontrast madde uygulanmasi esnasinda gelisen ya da Oncesinde olan
hipotansiyon KMN i¢in risk faktoriidiir (39, 67, 72, 76). Efektit dolasim voliimiiniin
azalmasi ile bozulan renal perflizyon sonrasinda gelisen GFH’deki diisiis KM’ nin
toksik etkilerini arttirmaktadir. Nefrotik sendrom, kalp yetmezligi, siroz,
dehidratasyon gibi herhangi bir nedenle gelisen hipotansiyon bu grup icerisine
girmektedir. Hayvan deneylerinde hipertansiyonun KMN gelisimine katkida
bulundugunun gosterilmesine ragmen KMN i¢in bagimsiz bir risk faktorii olduguna

dair yeterli klinik ¢alisma bulunmamaktadir (77).
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1.1.4.6. Anemi ve immunglobiilinopatiler

Diisilk hemoglobin diizeyleri mediiller hipoksiyi siddetlendirerek KMN
riskini arttirtyor olabilir. Nitekim bazi ¢aligmalarda anemili hastalarda KMN
insidans1 normal hematokrit diizeyine sahip olanlara gore daha yiliksek saptanmistir
(63, 72). Multiple miyelom gibi immunglobiilinopatiler KMN gelisimi agisindan
dikkate alinmasi gereken risk faktorleridir. Bu grup hastalarda vaka diizeyinde KMN
gelistigini bildiren yaymlar vardir (61). Ancak retrospektif olarak yapilmis 476
multiple miyelom hastasmnin incelendigi bir arastirmada, KMN insidans1 9%0.6-1.25
saptanmis olup genel poplilasyona gore anlamli olarak farkli olmadig1 gosterilmistir
(78).

1.1.4.7. Nefrotoksik Ilaclar

Nefrotoksik potansiyeli olan nonsteroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAII),
sisplatin, aminoglikozitler, takrolimus, anjiotensin doniistiiriici enzim (ADE)
inhibitdrleri, furosemid, metotreksat, amfoterisin B, siklosporin ve vankomisin gibi
ilaglarin KMN riskini arttirabilecegi saptanmistir (79, 80). Ancak klinik pratikte
oldukca sik kullanilan ADE inhibitorleri hakkinda farkli veriler mevcuttur. ADE
inhibitdrleri efferent arteriolde vazodilatasyonla glomertil i¢i basinct diisiirtir. KMN
patogenezinde rol alan norepinefrin, vazopressin, endotelin ve anjiyotensin gibi
vazokonstriktor ajanlarin iiretimi baskilanir ve bradikininin parcalanmasi bloke edilip
nitrik oksit sentezi artar. Bu da vazokonstriksiyona engel olur ve bdbrek
mediillasmin kan akimi arttirir. Bu etkileriyle KMN gelisiminde 6nemli bir faktor
olan bobrekteki mediiller iskeminin gelismesini dnleyerek KMN’yi bir anlamda
engelleyebilecegini diisiinen arastirmacilar vardir (81, 82). Bununla birlikte ADE
inhibitori kullaniminin riski arttirdigini gosteren calismalar da vardir (83). Toprak ve
ark. (84) tarafindan yapilan bir calismada, kaptopril kullanimmin diyabetik
hastalarda KMN insidansin1 azalttig1 ancak diyabetik olmayan hasta grubunda
arttirdig1r saptanmistir. ADE inhibitorii kullanan hastalarda KMN riski konusunda
daha biiyiik ¢aligmalara ihtiyag vardir. Rosenstock ve ark. (85) ADE inhibitorleri ve
anjiotensin reseptdr blokerleri ile yaptiklar1 c¢alismalarda, bu ilaglarm KM
uygulamasindan 6nce kesilmesinin KMN insidansi iizerine bir etkisi olmadigini

gostermiglerdir. Arastrmacilar, KM verilmesi planlanan ve ADE inhibitrii veya
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anjiotensin reseptor blokeri kullanan hasta grubunun daha yakindan takip edilmesi

gerektigini belirtmektedirler.
1.1.4.8. Kontrast Madde

Kontrast maddeleri pozitif KM’ler (agir metal tuzlar1 (baryumlu KM’ler) ve
iyotlu bilesikler) ve negatif KM’ler (hava, oksijen, karbondioksid gibi ajanlar) olmak
iizere ikiye ayrabiliriz. Baryumlu ajanlar inert olup, gastrointestinal kanalin
goriintiillenmesinde kullanilmaktadir. Iyotlu bilesikler suda ¢dziinen (triiodobenzoik
asit) ve yagli, suda ¢oziinmeyen (di-iyodopiridin) olarak iki gruba ayrilabilir. Suda
coziinenler ise kendi i¢inde iyonik ve iyonik olmayan seklinde iki alt gruba daha
ayrilir. Bu iki grup da kimyasal formiilasyonuna goére mono ve dimerik olarak
siniflandirilabilirler. Ek olarak iyotlu KM’ler osmalalitelerine gore yiiksek, diisiik ve
izoosmalar seklinde ii¢ grupta incelenebilir (86). Suda ¢oziinen KM’lerin genel
ozellikleri sekil 2°de verilmistir. Iyotlu KM ile bobrek yetmezligi arasindaki iliski ilk
olarak yaklasik 50 yi1l 6nce iodopyracet ile bildirilmistir (87). KM’nin yapisi, iyon
yiikii ve konsantrasyonu hiicre hasarindaki énemli etkenlerdir. Osmolalite ise KMN
gelisiminde KM’ye ait en Onemli Ozellik olarak goziikkmektedir. Nitekim
YOKM’lerde KMN olusma riski daha fazladir. Harris ve ark. (88) iyonik olmayan
DOKM kullanimi sonras1t KMN riskinin %2, YOKM kullanimi sonrasi ise %14
oldugunu gostermislerdir. KMN insidansinin incelendigi toplam 31 c¢alismanin
metaanalizinde, YOKM’nin DOKM’ye gore artmis nefropati riskiyle beraber oldugu
gosterilmistir (42). Buna ek olarak izoosmolar KM olan iodixanol ile DOKM olan
iohexol karsilastirildiginda DOKM ile KMN insidansinin daha diisiik oldugu
gosterilmistir (87, 89).

Uygulanan KM miktar1 ile KMN siklig1 arasinda korelasyon vardir. Kontrast
volimii, modifiye edilebilir risk faktorlerindendir. Yapilan g¢alismalarda koroner
anjiografi yapilan hastalara verilen her 100ml KM miktarinin, nefrotoksisite gelisme

riskini %12 artirdig1 saptanmistir (90).
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Sekil 2. Suda ¢oziinen kontrast maddelerin 6zellikleri

Cigarroa ve ark. (91) koroner anjiografiye giden hastalarda viicut agirhigi ve
bazal renal fonksiyonu esas alan bir formiil ( Sml x agirlik/ (serum kreatinin diizeyi
(mgl/dl)) ) kullanarak diizeltilmis maksimum KM miktarini belirlemis ve bu miktar1
asan hastalarin %21’inde, miktarmn altinda KM verilen hastalarin ise sadece %2’sinde
nefropati gelistigini gozlemlemislerdir. Bir caligmada diizeltilmis KM voliimiinden
daha fazla kontrast kullanilan hastalarda diyaliz gerektiren KMN riskinin 6.2 kat
daha fazla oldugu bulunmustur (87). Baska bir caligmada hastaya ek olarak verilen
her 100 mI’lik KM nin nefropati riskini %30 kadar arttirdig1 gosterilmistir (92).
Tekrarlayan KM kullanimin da KMN riskini arttirdig: gdsterilmistir. Ozellikle 72
saat icinde tekrar KM kullaniminin nefropati riskini arttirir. Miimkiinse ikinci

kontrastin 2 haftadan 6nce uygulanmamasi 6nerilir (73).
1.1.5. Klinik Ozellikler

Kontrast madde nefropatisinin spesifik bir tanisal belirleyicisi olmamasina

ragmen halen en ¢ok kabul goren ve ekonomik tani yontemi KM verildikten 24-48
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saat sonra serum kreatinin degerlerinin Ol¢limiidiir. Yiksek riskli hastalarm %
60'mda serum kreatinini ilk 24 saat icinde ylkselir, 4 veya 5. glinde pik serum
kreatinin diizeyine ulasir ve genellikle 7. veya 10. giinde bazal diizeye donebilir (1,
12). Bobrek yetmezligi oligiirik veya nonoligiirik olabilir. Oligiiri genellikle potent
loop diiiretiklerine diren¢lidir. KMN’ye bagli akut bobrek yetmezligi genellikle
nonoliglirik ve asemptomatiktir (29). Fraksiyonel sodyum atilimi tiibiiler
fonksiyonun gostergelerinden biridir ve oligiirik hastalarda %]1’in altindadir. Bu
ozelligi ile prerenal azoteminin akut tiibiiler nekrozundan ayirt edilir.

Kontrast nefropati tamisinda N-asetil-B-D-glukozaminidaz, gamaglutamil
transferaz, alkalen fosfataz, 3-nitrotirozin, J, mikroglobiilin, albuminiiri ve proteiniiri
gibi cesitli iiriner enzimler ile tiibiiler ve glomeriiler fonksiyonun gostergeleri
arastirilmistir. Sonugta bu gostergelerin smirli klinik degeri oldugu sonucuna
vartlmistir. Ancak bu gostergelerin arastrmalarda kullanmilmasinin, gelecekte
KMN’nin teshis ve tedavisinde amaglanan hedeflere ulasilmasinda faydali
olabilecegi diisiiniilmektedir. Belirgin risk faktorii olmayan ancak KM uygulamasi
sonrast akut bobrek yetmezligi gelisen hastalarda diger akut bobrek yetmezligi
nedenleri ayirict tanida mutlaka diistiniilmelidir. KM uygulamasi sonrasi nefropati
gelisen cogu hastada spontan iyilesme olur. Nadiren renal yetmezlik irreversibl olur
ve renal replasman tedavileri gerekebilir.

Rihal ve ark. (14) yaptiklar1 retrospektif bir calismada KMN gelisen
hastalarda hastane i¢i mortalite %22 bulunmustur. Bu oran KMN gelismeyenlerde
sadece %1,4 olarak saptanmistir. KMN gelisen ve hastaneden sag olarak ¢ikan
hastalarin 1. ve 5. yilda mortalite oranlar1 sirasiyla %12,1 ve %44,6 oldugu
gosterilmistir. Yapilan baska bir arastrmada KMN gelisenlerde hastanede yatislar
boyunca mortalite oran1 %34 olarak bulunurken nefropati gelismeyenlerde bu oran
%7 olarak bulunmustur. Diger yandas hastaliklarina gore diizeltme yapildiktan sonra
KMN geligsenlerde oliim riskinin 5,5 kat daha yiliksek oldugu bulunmustur (73). Bu
oranlar direkt olarak KM kullaniomma bagli prognozu yansitmasa da bu hasta
grubunda akut renal yetersizligin gelisiminde O6nemli bir etken olan KMN’nin
onlenmesinin prognozun iyilestirilmesinde 6nemli bir faktor olacagi goz Oniinde

bulundurulmalidir.
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1.1.6. Kontrast Madde Nefropatisinin Engellenmesi

Kontrast madde nefropatisinin halen spesifik bir tedavisi yoktur. Ozellikle
KMN acisindan hasta riskinin belirlenmesi ve yiliksek riskli hastalarda serum
kreatinin diizeylerinin KM 0Oncesi ve sonrasi izlenmesi Oncelikle gereken
uygulamadir. GFH, Cockroft-Gault formiilii ile ya da Modification of Diet in Renal
Disease (MDRD) formiilii kullanilarak hesaplanmalidir. KMN gelisimi agisindan
yiiksek riskli hastalar1 belirleyebilmek i¢in birbirinden modifiye edilmis risk
skorlama yontemleri olusturulmustur. Mehran ve ark. (63) perkiitan koroner
girisimden sonra ortaya c¢ikabilecek KMN riskini skorlama yontemi tablo 2’de
gosterilmistir. KMN gelismesini onlemeye yonelik ¢ok sayida deneysel ve klinik
calisma yapilmistir. KMN patogenezinde rol oynayan faktorlerden yola ¢ikilarak,
koruyucu etkisi olabilecek bir¢ok farkli ajan ve yontem gerek klinik gerek preklinik

calismalarla arastirilmistir.
1.1.6.1. Hidrasyon

Yiiksek riskli hastalarda islem Oncesi ekstraseliiler voliimiin arttirilmasi
pratikte en sik kullanilan uygulama olup, KMN proflaksisinde etkili oldugu
konusunda bir¢ok bilim insaninin birlestigi tek yontemdir (1, 93, 94). Teorik olarak
hidrasyon, renin anjiotensin sisteminin aktivitesini azaltwr, endotelin gibi
vazokonstriiktdr olan ajanlarin seviyesini diisiirlir, sodyum diiirezini artirir, KM nin
tiibiilde diliie olmasin1 saglayarak geri emilimini azaltir, presipitasyonunu onleyerek
nekrotik epitelyum hiicrelerinin limeni tikamasini onler, SOR’a kars1 korur (95).
Oral yolla s1iv1 verilmesinin de koruyucu etkilerinin gosterilmis olmasma ragmen,
parenteral yolla sivi verilmesi, oral sivi alimina gore daha etkili bir yontemdir.
Ayrica oral sivi alimi her zaman miimkiin olmayabilir. Béyle durumlarda da IV
hidrasyon daha 6n plana ¢ikar (96). Kullanilan intravendz hidrasyon sivist ile ilgili
cesitli caligmalar yapilmistir. Mueller ve ark. (97) kardiyak inceleme i¢in KM verilen
1620 hastada iki farkli hidrasyon rejimini karsilastirdiklar1 ¢caligmalarinda 9%0.9 salin
infiizyonunun %0.45 salin inflizyonuna iistiin oldugunu gostermistir. Hidrasyon i¢in
kullanilacak sivinin miktar1 ve siiresinin arastirildig1 ¢alismalara gore KMN riskini
azaltmak i¢in Onerilen protokol 1-1.5 ml/kg/saat intravendz sivinin islemden 12 saat
Oonce baslanmasi ve islemden sonra 6-24 saat sonra devam edilmesidir. Ancak

ayaktan gelen hastalarda bu protokol pratik olmamaktadir. Bu hastalarda islemden 3
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saat once inflizyonun baglanmasi ve 12 saat devam edilmesi Onerilir (98). 9%0.9 salin
soliisyonuyla hidrasyon su anda altin standart olarak kabul edilse de, uygulanacak

stvinin tipi, dozu, zamani heniiz net olarak tanimlanamamastir.

Tablo 2. Mehran ve arkadaslarmin perkiitan koroner girisimden sonra ortaya

cikabilecek KMN riskini skorlama yontemi (63)

RISK FAKTORU SKOR
Hipotansiyon 5
Intraaortik balon pompasi kullanilmasi 5
Konjestif kalp yetmezligi (New York Kalp Cemiyeti Sinif IIl veya IV ) 5
Serum kreatinin > 133pmol/L ya da >1.5 mg/dl 4
veya GFH < 60 ml/dk/1.73 m2

Yas >75 4
Anemi 3
Diabetes mellitus 3
Her 100 ml kontrast voliimii igin 1
Risk Kategorisi Total Skor KMN gelisme riski Diyaliz Riski
Diisiik 5ve Alta %7.5 % 0.04
Orta 6-10 % 14 % 0.12
Yiiksek 11-15 % 26.1 % 1.09
Cok yiiksek 15 ve Ustii %57.3 % 12.6

1.1.6.2. Kontrast Maddenin Tipi, Verilis Sikhig1 ve Miktarn

Kontrast maddeye bagli nefropati gelisiminde risk faktorii olarak yer alan KM
tipi, miktar1 ve verilis sikligi, modifiye edilebilir 6zellikleri nedeni ile KMN’nin
engellenmesinde onemli unsurlardir. Normal renal fonksiyonu olan hastalarda KMN
gelisim riski KM’ nin osmolalitesine gore degismemektedir. Ancak orta dereceli renal
yetmezligi olan hastalarda DOKM veya izoosmolar KM kullaniminin renal
fonksiyonlardaki gerilemeyi azalttig1 gdsterilmistir (42, 87-89). Ozellikle yiiksek
riskli hastalarda KM dozunun miimkiin olabildigince diisiik kullanilmasi ve 72 saat
icinde tekrarlayan dozlardan kac¢milmast KMN’yi Onlemek agisindan oldukga
onemlidir (73, 90). Sonug olarak kronik bobrek hastaligi olanlarda ve yiiksek riskli
hastalarda DOKM’nin miimkiin olan en diisiik hacimde kullanimi ve tekrarlayan KM

uygulamalarindan kaginilmast KMN riskini anlamli olarak diisiirmektedir.
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1.1.6.3. N-Asetil Sistein

Mukolitik bir ajan olan N-asetil sistein (NAC) bilinen antioksidan 6zelligi
(direkt olarak SOR’u temizleyerek ya da indirekt olarak glutatyon tretimi ile)
nedeniyle KMN oOnlenmesi amaciyla onlarca calismada kullanilmistir. Ayrica NO
sentezini arttirarak vazodilatasyon yapmasi ve mediiller iskemiyi azaltmas1 da KMN
gelisimi azaltici etkisinin mekanizmalarindan biri olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan bircok c¢alismada profilaktik olarak NAC verilmesinin KMN insidansini
azalttig1 gosterilmistir (94, 99-101). Koroner anjiografi yapilan ve serum kreatinin
seviyeleri >1,2 mg/dl olan 110 hastanin dahil edildigi bir calismada profilaktik NAC
tedavisinin 6zellikle serum kreatinin seviyeleri >2 mg/dl olan hasta grubunda etkili
oldugu gozlemlenmistir (102). Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda KM
kullanimina iligkin toplam 805 hastanin bulundugu 8 calismanin degerlendirildigi bir
meta-analizde, elektif sartlarda hidrasyona ek olarak girisimden bir giin 6nce ve
girisim giiniinde 400-600 mg 2x1 NAC verilmesinin KMN gelismesini tek basmna
hidrasyona gore %56 oraninda azalttig1 gosterilmistir (103). Yapilan c¢alismalarda
ozellikle yiiksek doz KM uygulanan hastalarda ¢ift doz NAC verilmesinin daha etkili
oldugu saptanmistir (100, 101). Oral alimin kisith ya da hi¢ miimkiin olmadig:
hallerde profilaktik NAC uygulamasmin islemden 30 dakika 6nce 150 mg/kg
dozunda ve islemden sonraki 4 saat iginde 50 mg/kg dozunda intravendz olarak
hidrasyon mayinin i¢inde yapilmasimin da KMN’ye kars1 koruyucu etkilerinin oldugu
gosterilmistir (100). Sonug olarak bu ajanin yararli oldugunu destekler pek ¢ok
bulgunun yani sira daha fazla verinin gerekli oldugunu bildiren ¢ok sayida c¢alisma
da vardir (56, 104, 105). Yapilan son bir ¢alisma NAC tedavisi KM almayan
kisilerde de serum kreatinin diizeyini diisiirmiis ve serum kreatinini {izerinden
hesaplanan kreatinin klirensini arttrmustir. Fakat GFH’nin daha iyi bir gdstergesi
olan sistatin C lizerine etkisi olmamistir. NAC, renal tiibiiler sekresyon veya artmis
kas metabolizmas1 gibi bagka mekanizmalarla serum kreatinin diizeyini azaltip

GFH’de ger¢ek olmayan bir diizelmeye neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (106).
1.1.6.4. Sodyum Bikarbonat

Sodyum bikarbonat inflizyonunun idrar1 alkalilestirerek SOR olusumunu
azaltabilecegi ve bu sayede KMN gelisimini Onleyebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu

amagcla ¢esitli ¢alismalar da yapilmistir. Merten ve ark. (107) sodyum bikarbonati
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%0.9 salin inflizyonu ile karsilastirdiklar1 caligmalarinda, sodyum bikarbonath rejimi
KMN’yi 6nlemede anlamli olarak daha iistiin bulmuslardir. 145 hastanin alindig1
randomize, ¢ift kor bir calismada ise bikarbonat veya salin ile yapilan hidrasyonun
KMN’yi Onlemedeki etkinlikleri bakimindan farkli olmadigi rapor edilmektedir
(108). 2633 hastanin incelendigi toplam 17 arastrmanm metaanalizinde sodyum
bikarbonat bazli hidrasyon tedavisinin normal salin infiizyonuna gore KMN’yi

engellemede daha {istiin oldugu gdosterilmistir (109).
1.1.6.5. Dopamin / Fenoldopam

Dopaminin diisiik dozlarda (2,5 mcg/kg /dakika) renal vazodilatator
etkilerinin olmas1 nedeniyle bu ajanin profilaktik olarak kullanilmasi ile KMN
riskinin azaltilabilecegi disiiniilmiistiir. Hatta bu amagla yapilan birka¢ calismada
dopaminin KMN gelisimini azalttig1 saptanmigtir (110, 111). Ancak Gare ve ark.
(112) tarafindan yapilan prospektif cift kor randomize bir ¢alismada diisiik doz
dopaminin (2,5 mcg/kg /dakika) intravendz saline ek bir fayda saglamadigi hatta
dopamin grubunda serum kreatinin seviyelerinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir.

Fenoldopam dopamin 1 reseptor agonisti olup, periferik, mezenterik ve renal
arterlerin kan akimini artirir. Bunun sonucunda renal korteks ve mediilla kan akimi
da artmaktadir. Ilging bir durum olarak fenoldopam mediilladaki kan akimini daha
cok artirrr. Sonugta bobrek kan akimindaki artisa bagli olarak GFH’yi artirmasi
sayesinde KMN gelisimini engelleyebilecegi 6ne siiriilmiistiir. Yapilan tek merkezli,
randomize olmayan ¢alismalarda fenoldopamin (0.01- 0.1mcg/kg/dakika dozunda,
girisimden 1 saat dnce baslanip ve girisimden 4 saat sonraya kadar devam edilmis)
KMN’ni azalttig1 gosterilmistir (113, 114). Ancak randomize, ¢ok merkezli, ¢ift kor
plasebo kontrollii olarak yiiriitiilen bir ¢aligmada fenoldopamin KMN gelisimini

azaltic1 bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir (115).
1.1.6.6. Kalsiyum Kanal Blokerleri

Kalsiyum kanal blokerlerinin vazodilatator etkileri ile KM uygulamasi
sonrast gelisen vazokonstriksiyonu engelleyebilecegi ve nefropati sikligini
azaltabilecekleri diistiniilmiistiir. Nitrendipinin KM nin GFH’de azalma, enzimiiri ve
proteiniiri gibi etkilerini azalttig1 gosterilmistir (116). Ancak felodipin, nitrendipin,
amilodipin gibi farkli kalsiyum kanal blokerleri ile yapilan ¢aligmalarda KM’ye bagl
nefrotoksisitede koruyucu etkilerinin olmadig1 belirtilmistir. KMN’de genel yaklasim
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olarak kalsiyum kanal blokerleri profilakside Onerilmemis olup hasta KM
uygulamasi1 Oncesi bu ajanlar1 kullaniyorsa ilacin kesilmemesi kabul edilebilir

goriinmektedir (90, 117).
1.1.6.7. Teofilin / Aminofilin

Farkli arastirmalarda nonselektif bir adenozin reseptor antagonisti olan bu
ilaclarin, adenozinin aracilik ettigi vazokonstriiksiyonu engelleyerek, KMN’yi
onledigi ileri siirtilmektedir (35, 118). NAC ve teofilinin KMN’yi 6nleyici etkilerinin
karsilastirildigi bir calismada 100 ml’den fazla miktarda KM alan hastalarda
teofilinin nefropatiyi engelleyici etkisinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (119).
Yapilan bazi caligmalarda teofilinin KMN iizerine olumlu etkileri gosterilmis olsa da
bu ilacin KMN profilaksisinde rutin kullanilmasi i¢in heniiz yeterli miktarda kanit

yoktur.
1.1.6.8. Profilaktik Hemodiyaliz ve hemofilitrasyon

Yapilan arastirmalarda KM nin hemodiyaliz ile viicuttan uzaklastirilabilecegi
gosterilmistir. Hemodiyaliz uygulamasmin  KMN gelisimindeki etkilerinin
arastirildig ¢esitli calismalar yapilmis ancak nefropatiyi azaltict etkileri net olarak
gosterilememistir (120). Hatta yapilan bir ¢alismada renal yetersizligi olan hastalarin
KM sonrasi 2 saat i¢erisinde hemodiyalize alinmasimin bu hastalardaki KMN oranini
etkilemedigi bilakis zararli oldugu gosterilmistir (121). Bagka bir ¢alismada, sadece
izotonik salin verilen grup ile KM verildikten sonra iki farkli hemofiltrasyon rejimi
uygulanan gruplar arasinda KMN insidansinda anlamli bir fark bulunmamistir (122).

Bu yontemlerle ilgili daha ¢ok ve kapsamli arastirmalara gereksinim vardir.
1.1.6.9. Diger Cahsmalar

Kontrast madde nefropatisi patogenezinden yola ¢ikilarak atrial natritiretik
peptid, prostoglandin E1, ADE inhibitorleri, L-arginin, nebivolol, askorbik asit gibi
ajanlarla KMN’nin 6nlenmesi amaciyla gerek klinik gerek preklinik olarak cesitli
calismalar yapilmistir. Ancak beklenen diizeyde bir sonu¢ heniiz almamamistir.
Tablo 3’de yiiksek riskli hastalarda KMN’yi Onlemeye yonelik stratejiler
ozetlenmistir (20). KMN kars1 koruyucu bir ilag ya da yontem bulmak i¢in deneysel

ve klinik arastirmalar yogun bir sekilde devam etmektedir.
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Tablo 3. Yiiksek riskli hastalarda kontrast nefropatiyi 6nlemeye yonelik stratejiler

(20)

Klinik Kanitlar Dogrultusunda Celiskili Veya Yeterli Kamti Kacimilmasi Gerekenler

Onerilen Yontemler Olmayan Yontemler

Parenteral hidrasyon Asetilsistein Furosemid

Non iyonik KM kullanimi Sodyum bikarbonat Mannitol

DOKM vya da izoosmolar KM Teofilin NSAII, aminoglikozid,

kullanimi sisplatin ~ gibi  nefrotoksik
ajanlar

Kontrast voliimiiniin azaltilmast ~ Kalsiyum kanal blokerleri Yiksek doz KM kullanimi

Kontrast prosediirleri arasimda> Fenoldopam Hiperosmolar KM kullanimi

48 saat zaman birakilmasi

Nefrotoksik ajanlardan  Askorbik asit 72 saat icinde birden fazla

kaginilmasi kontrastli islem uygulanmasi

Serum kreatinin seviyelerinin Hemofilitrasyon

monitorizasyonu

ADE inhibitorleri

1.2. Sistein Proteazlar

Sistein proteazlar, aktif bdlgelerinde sistein aminoasidi bulunan bir grup
intraselliiler proteazlardir. Sistein proteazlar {ic ana gruptan olusmaktadir:
katepsinler, kaspazlar ve kalpainler. Katepsinler 6liimciil hiicre hasarinda rol
oynamadiklar1 diisliniilen kalsiyum bagimli olmayan lizozomal proteazlardir (123,
124).

Kaspazlar kalsiyum bagimsiz sistein proteazlar olup, proksimal (baslatici)
kaspazlar ve terminal (efektor) kaspazlar olmak {izere iki grupta incelenir. Baslatic1
kaspazlar 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10 ve 12 olmak iizere 8 adettir. Efektor kaspazlar ise,
proteinazlar tarafindan aktive olur ve kaspaz 3, 6, 7, 11, 13 olmak iizere 5 adettir
(125). Kaspaz-14 ise yakin zamanda tanimlanmistir ve embriyonik dokularda
bulundugu ancak erigskin dokularda olmadig: tespit edilmistir (126). Kaspazlar iki
ayrt sinyal yolunda yer alirlar: a) proinflamatuar sitokinlerin aktivasyonu ve b)
apopitotik hiicre Olimiiniin promosyonu. Kaspazlar apopitoziste kritik bir role
sahiptirler, bununla birlikte bugiin kaspaz yolunun nekrotik hiicre hasarinda da rol
oynadigini gdsteren epeyce kanit bulunmaktadir (127-129).

Kalpain bir sitozolik nétral sistein proteaz olup, aktivasyonu i¢in mutlak
kalsiyum bagimhidir. Kalpainin yaygin ya da geleneksel iki formu bulunmaktadir,
bunlar diisiik Ca*" sensitif kalpain ve yiiksek Ca®" sensitif m-kalpaindir. izoenzimler

ayn1 substrat spesifitesine sahiptir, ancak Ca”" afinitesi yoniinden farkhilik gosterirler
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(130). Prokalpain sitoplazmada inaktif bir proenzim olarak bulunur ancak otoliz
olduktan sonra hiicre membranlarinda aktif hale gelir. Otolize ugramis kalpain
aktivitesi kalpastatin olarak adlandirilan bir spesifik endojen inhibitdr tarafindan son
bir diizenlemeye tabi tutulur (131). Kalpain hiicre iskeleti ve hiicre membrani
organizasyonunda, hiicre biiyiimesi, farklilasma ve gelismesinin regiilasyonunda,
apopitotik hiicre 6liimiinde trombosit aktivasyonu ve agregasyonunda, ve Alzheimer
hastaligi, sepsis, muskuler distrofi, trombosit fonksiyon bozukluklari, artrit ve
malaryay1 kapsayan patolojik durumlarda rol oynar. Kalpainlerin beyin, karaciger,
kalp ve proksimal renal tiibiilde hipoksik/iskemik hasarin mediyatorleri oldugu

gosterilmistir (8, 9, 131).

1.2.1. Renal Hiicre Oliimiinde Kalpain ve Kaspazlar Arasindaki

Etkilesim

Calismalar, hem kalpain hem de kaspazlarm proksimal tiibiillerde hipoksiyle
veya toksik ajanlarla indiiklenen hiicre membran hasarinda rol oynadiklarini
gostermektedir (59, 132-135). Bu proteazlarin en fazla arastirildiklar1 konu, ana
ozelligi sitozolik kalsiyumda prelethal bir artis olan hipoksik proksimal tiibiil
modelidir. Spesifik kalpain inhibitorii olan PD150606 ile yapilan bir calismada bu
molekiiliin kalpain aktivitesini inhibe ettigi ve rat proksimal tiibiillerindeki hipoksik
hasar1 engelledigi saptanmistir. Ayrica PD 150606 hipoksi ile indiiklenen kaspaz
aktivitesindeki artis1 da azaltmaktadir. Bununla birlikte PD 150606 piirifiye kaspaz-1
aktivitesini in vitro inhibe etmemektedir, bu da hipoksik tiibliler hasar siiresince
kalpainin kaspazlarin yukarisinda olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha sonra
kaspaz inhibisyonunun kalpain aktivitesi tlizerine etkileri arastirilmig ve bunun i¢in
kullanilan spesifik kaspaz inhibitorii olan Z-D-DC’nin hipoksiyle indiiklenen kalpain
aktivitesini azalttig1 saptanmistir. Bununla birlikte Z-D-DC piirifiye kalpain
aktivasyonunu in vitro inhibe etmemistir (134). Ozet olarak bu veriler hipoksik renal
hasar siiresince hem kaspaz aracili kalpain aktivasyonu hem de kalpain aracili kaspaz
aktivasyonu oldugunu diisiindiirmektedir. Farkl toksik ajanlar ile olusturulan toksik
renal hasarda da kalpain ve kaspaz aktivitelerinin arttig1 gosterilmis olup bunlarin
spesifik inhibitorleri ile inhibe edilmelerinin renal hiicre Olimiinii azalttig1
saptanmistir. Yakin zamanda Dursun ve ark. (135) tarafindan yapilan bir ¢calismada

kalpain ve kaspazlarin siplatine bagli gelisen epitelyal hiicre 6liimiiniin bagimsiz
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mediatorleri olduklar1 gosterilmistir. Ayni ¢alismada pankaspaz inhibitorii Q-VD-
OPH ve kalpain inhibitorii PD 150606 ile sisplatine bagli gelisen nekrozun geriledigi
saptanmistir. Bu ¢alismadaki bir diger bulgu ise kalpain inhibisyonunun kaspaz-3
aktivitesini degistirmeden koruyucu etkilerinin oldugunun saptanmasidir. Baska bir
calismada hem izoosmolar KM hem de YOKM uygulamasi ile renal hiicre
kiiltiirlerinde kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitelerinin arttig1 ve apopitozisin gelistigi

saptanmistir (59).
1.2.2. Kalpain Inhibitérleri

Bir diizineden fazla kalpain inhibitérii bilinmektedir. Bunlar ge¢is-bolgesi
inhibitdrleri, irreversibl inhibitorler, kalmodulin antagonistleri ve poliaminlerdir (10).
Ancak en cok kullanilanlar1 leupeptin, PD 150606, E 64 gibi peptid aldehitlerdir.
Enzimi aktiflemek i¢in aldehit son grubu siilfhidrit grubuna baglanirlar. Leupeptin
icin bu baglanma kalsiyuma bagimli ve geri doniisiimliidiir. Ancak leupeptin hiicre
gecirgenligi ¢ok az olan bir kalpain inhibitoriidiir. E 64 ve PD 150606 ise geri
donilistimsiiz  olarak baglanir (136). Kalpain inhibitor-1 (N-Acetyl-Leu-Leu-
norleucinal) peptid aldehit ve keton yapisinda olan gecis bdlgesi inhibitorlerindendir.
E 64 ve PD 150606 gibi kalpainin aktif bolgesine geri doniisiimsiiz olarak baglanir.

Kalpain inhibitér-1 (KAL-1) katarakt, iskemik serebrovaskiiler olay,
miyokard infarktiisii gibi ¢esitli patolojik durumlarda kalpain aktivitesini azaltmak
amactyla arastirilmistir  (137). Kalpain inhibitér-1 ile saglanan kalpain
inhibisyonunun ratlarda olusturulan renal hipoksi modelinde proksimal tiibiil

hiicrelerindeki sitoprotektif etkileri gosterilmistir (11).
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Sekil 3. Renal hiicre hasarinda kalpain ve kaspazlar arasindaki etkilesim (8)
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2. GEREC VE YONTEM

Bu cahsma igin, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
(FUHADEK) onay1 alindi. Calisma, standart deneysel hayvan caligmalar1 etik
kurallarina uygun olarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde

(FUDAM) yapild.
2.1. Kimyasal Maddeler

Yiiksek osmolar KM olarak diatrizoate (Urografin® %76, Schering AG,
Istanbul, Tiirkiye) kullanildi. KMN iizerine olan etkilerini arastirmak icin KAL-1
((N-Acetyl-Leu-Leu-norleucinal)¥, Roche Diagnostik Sistemleri, Manheim,
Almanya) kullanildi. Ayrica ketamin (Ketalar", Phizer, istanbul, Tirkiye) ve
xylazine (Rompun®, Bayer, Istanbul, Tirkiye) ratlarda anestezi saglamak icin
kullanildi. Bunlarin disinda kullanilan kimyasal maddeler Sigma Kimya

Endiistrisinden (St. Lois, MO, ABD) temin edildi.
2.2. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan Sprague Dawley cinsi ratlar, FUDAM’dan alindi.
Ratlar, % 55+5 nisbi nem bulunan, havalandirma sistemine sahip bir ortamda, 6zel
olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Ratlarin
beslenmesinde, Elazig Yem Fabrikasi’'ndan saglanan pelet seklindeki standart rat
yemleri kullanildi. Kafeslerde 6zel boliimlere yerlestirilmis ve uc¢ kisimlarinda
damlalik bulunan 6zel siseler ile su verildi. Deney hayvanlarinin bulunduklar1 ortam
sicakligr 22-24°C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlikta brrakild.

2.3. Kontrast Madde Nefropatisi Olusturulmasi

Arastirmacilar ratlarda deneysel olarak KMN indiiksiyonu igin ¢esitli
yontemler kullanmaktadirlar. Tiim yOntemlerdeki ortak nokta KM enjeksiyonu
oncesi renal hasara yol agip KMN i¢in predispoze bir durum olusturmaktir (138).
Calismalarda en sik kullanilan yontem belirli bir siire dehidratasyon sonrasinda KM
enjeksiyonu olup, ¢alismada bu yontem uygulandi. Bu amagla KM uygulayacagimiz

toplam 14 rata 72 saat siiren dehidratasyon periyodundan sonra, kuyruk venlerinden
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26 gauge’lik intravendz kaniil ile 6 ml/kg dozunda diatrizoate uygulanmasi suretiyle

KMN olusturuldu.
2.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneysel calismalar, agirliklart 150-200 gr olan, 8-10 hafta yaslarda toplam
28 adet Sprague Dawley cinsi rat {izerinde gerceklestirildi. Calismanin baglangicinda
ve sonunda tiim ratlarin viicut agirliklar1 kaydedildi. Ratlar; kontrol (Grup 1), KM
(Grup II), KAL-1 (Grup III) ve KM + KAL-1 (Grup 1V) olmak iizere 4 gruba ayrildi.

1. Grup (n=7) Kontrol Grubu:7 giinliikk deney siiresince herhangi bir islem
yapilmadi ve normal laboratuar kosullarinda yasatildilar. Calisma sonunda ratlardan
anestezi altinda kan 6rnekleri alind1 ve nefrektomi uygulandi.

2. Grup (n=7) KM Grubu: Bu gruptaki ratlar KM verilmeden 6nce 3 giin
stireyle susuz birakildi. Ertesi giin kuyruk venlerinden 26 gauge’lik kaniil ile 6 ml/kg
dozunda diatrizoate verildi. KM uygulandiktan 24 saat sonra kontrol grubunda
oldugu sekilde kan 6rnekleri alind1 ve nefrektomi uygulanda.

3. Grup (n=7) KAL-1 Grubu: Ratlar 3 giin susuz birakildiktan sonra 10
mg/kg dozunda KAL-1 intraperitoneal olarak verildi. KAL-1 uygulandiktan 1 saat
sonra 6 ml/’kg %0.9 sodyum kloriir kuyruk venlerinden verildi. KAL-1 uygulandiktan
24 saat sonra kontrol grubunda oldugu sekilde kan ornekleri alindi1 ve nefrektomi
uygulandu.

4. Grup (n=7) KM + KAL-1 Grubu: Doérdiincii gruptaki ratlara 3 giin
sireyle susuz birakildiktan sonra ertesi giin ikinci grupta uygulanan sekilde
diatrizoate verildi. Diatrizoate verilmesinden bir saat once KAL-1 10 mg/kg olacak
sekilde intraperitoneal olarak verildi ve 24 saat sonra diger gruplarda oldugu sekilde

kan o0rnekleri alind1 ve nefrektomi uygulandi.
2.5. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Caligmanin sonunda intraperitoneal xylazine ve ketamin ile genel anestezi
uygulanip, laparotomi yapildi, nefrektomi uygulandi. Sag bobrek boin soliisyonuna
koyularak histopatolojik degerlendirmeler i¢in ayrildi. Soldaki ise biyokimyasal
calismalar yapilmak {tizere hicbir isleme tabi tutulmadan aliiminyum folyolara
sartlarak -70 °C’de analiz giiniine kadar saklandi. Tiim gruplardan alinan kan

orneklerinin 2 ml’si diiz biyokimya tiipline konularak, ayni giin serum iire ve
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kreatinin Ol¢limii yapilmasi i¢cin ayrildi. Diger kan Ornekleri ise oksidatif stres
belirteglerinin dl¢iilmesi i¢in antikoagiilanli tiipe konularak analiz giiniine kadar

-70 °C’de sakland:.
2.6. Biyokimyasal Degerlendirme
2.6.1. Serum Ure ve Kreatinin Ol¢iimii

Serum kreatinin 6l¢iimii Jaffe yontemi ile serum iire Sl¢limii otoanalizérde

kinetik UV assay yontemi ile yapildi. Sonuclar mg/dl olarak ifade edildi.
2.6.2. Dokuda Malonildialdehid Diizeylerinin Olgiimii

Bobrek dokusunda malonildialdehid (MDA) o6lgiimii  Matkovics ve
arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen Placer ve arkadaslarmin yOntemine gore
spektrofotometre ile yapilmistir (139). Tiobarbitiirik asitin (TBA) spektrofotometrik
Olciimiine dayanan bu metod ile 0.5 mLhomojenata 2.5 mL, 100g/L triklora asetik
asit (TCA) soliisyonu ilave edildi. 532 nm’de absorbe olan pembe renkli kompleks
elde edildi. MDA-TBA kompleksi absorbans katsayist (1.56 x 105 cm-1 M-
Dkullanilarak MDA konsantrasyonu hesaplandi. Sonuclar “nmol/g doku” olarak

ifade edildi.
2.6.3. Dokuda Siiperoksit Dismutaz Diizeyinin Belirlenmesi

Total siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Sun ve arkadaglarinin tanimladigi
yontemle Olgiildi  (140). Bu metod ile nitroblue tetrazoliumun (NBT)
Ksantin/Ksantin oksidaz sistemini indirgemesi esas alindi. Aktivite 1.0 mL
etanol/kloroform (5/3) karisiminin ayni miktarda siipernatant 6rnegine ilavesi ve
bunun santrifiij edilmesinden sonra ol¢iildii. Aktivite gram basina {inite olarak ifade

edildi.
2.6.4. Dokuda Katalaz Diizeyinin Belirlenmesi

Katalaz (CAT) diizeyi Aebi tarafindan tanimlandig sekilde, hidrojen peroksit
diizeyindeki degisiklik (azalma) sabit bir diizeye (s-1,k) gelinceye kadar dakikalik
spektrofotometrik absorbans Ol¢limii ile belirlendi. Enzim aktivitesi gram basma
degisim sabiti (k) olarak belirtildi (141).

Bu {i¢ parametrenin degerlendirmesi i¢in bdbrekten protein 6l¢timii Lowry

metodu ile yapildi (142).
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2.7. Histolojik Calisma

Biitiin gruplardan alinan bobrek dokulari, boin soliisyonunda 24 saat boyunca
tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikandi. Musluk suyunda yikanan dokular
ardindan rutin histolojik takip serilerinden geg¢irildi (Tablo 4). Daha sonra bobrek
dokular1 parafin bloklara gomiildii. Bu parafin bloklar i¢inden 5-6 pm kalinliginda
kesitler alindi. Alman kesitler Hematoksilen — Eozin (H&E) ve periyodik asit schiff
(PAS) yontemiyle boyandi. Elde edilen preparatlar arastrma mikroskobunda
(Olympus BH-2) incelenip fotografland:.

Tablo 4. Histolojik takip serileri

Sira islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol 1 30 dakika
4 % 96 Alkol 11 30 dakika
5 % 100 Alkol I 30 dakika
6 % 100 Alkol II 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol IT 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 Saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 Gomme

Bobrek dokusunda olusan hasarin degerlendirilmesinde; bobrek proksimal ve
distal tiibiiliislerindeki vakuolizasyon, dejenerasyon, nekrotik degisiklikler ile
mediilladaki peritiibiiler fibrozis ve infilitratif hiicre artigi, randomize secilmis

mikroskop sahalarinda degerlendirilerek semikantitatif olarak skorlandi (Tablo 5).

Tablo 5. Histopatolojik hasarin derecesi

Derece Anlamm

0 Yok

+1 Az (<%10)"

+2 Orta (% 25-50)"
+3 Siddetli (>%50)"

“Incelenen mikroskop sahalarndaki hasarli bolgenin saglam bdlgeye orani
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2.8. TUNEL (TdT-mediated nick and labeling technique) Metodu

Apoptotik sinyal kaskadinda DNA kiriklarmin saptanmasinda, TUNEL
yontemi yaygm olarak kullanilmaktadir. Ik kez 1992 yilinda Gavrieli ve arkadaslar
tarafindan tanimlanmistir (143). Apoptozisde sonlandirict proteinler aktiflestikten
sonra sitoplazma ve ¢ekirdekte hedef proteinleri yikarlar. Bu proteinlerden bir tanesi
DNA endoniikleaz ile bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak
endoniikleaz1 serbestlestirirler. Cekirdek i¢cine giren Ca-Mg bagimli endoniikleaz,
DNA kiriklart olusturur. TUNEL y6ntemi bu DNA kiriklarinim saptanmasimi saglar
(144).

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda olacak sekilde elde edilen kesitler
polilizinli lamlara alindi. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda ApopTag Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA)
kullanilarak apoptozise ugrayan hiicreler belirlendi. Boyama islemi agsagidaki tabloda

ayrintili olarak verilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. TUNEL boyama islemi

ISLEM SURE
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS* 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilie,. ..
6  1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer (2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB** Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika

22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. .

* - PBS (Phospate Buffered Saline)
** - DAB (3,3’-diaminobenzidine).
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Elde edilen preparatlar arastrma mikroskobunda (Olympus BH-2)
incelenerek  degerlendirildi  ve fotograflandi. TUNEL boyama isleminin
degerlendirilmesinde hematoksilen ile maviye boyanan c¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer seklinde boyanan hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
TUNEL boyamanm degerlendirilmesinde boyanmanm yaygmlig1 esas alindi
TUNEL boyamanin yaygmligi 0’dan +4’e kadar sayi1 ile semi-kantitatif olarak
skorland1 (Tablo 7).

Tablo 7. TUNEL boyanma yaygmliginin derecesi

Derece Anlam
0 Yok
+1 Cok az
+2 Az
+3 Orta
+4 Siddetli

2.9. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart hata olarak belirlendi.istatistiklerin
hazirlanmasinda SPSS 16.00 bilgisayar paket istatistik programi kullanildi.Gruplar
aras1 verilerin karsilastirilmasi i¢in analysis of variance (ANOV A), post-hoc ¢aligma
icin Bonferroni testi kullanildi. Bagimsiz iki grup arasindaki karsilastirma i¢in ise

Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0.05 degerler anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik ve Biyokimyasal Bulgular

Calisma boyunca rat kayb1 olmadi. Dehidratasyon protokolii uygulanan tiim
gruplarda, dehidratasyon sonrasinda viicut agirligi anlamli olarak azaldi. Tablo 8’de

deney sonunda elde edilen klinik ve biyokimyasal veriler gosterilmistir.
3.1.1. Serum Ure ve Kreatinin Diizeyleri

Grup II’de, serum tire ve kreatinin seviyeleri diger gruplara gore daha ytiksek
saptandi. Grup II (KM grubu) ile Grup I (Kontrol grubu) karsilastirildiginda, Grup
II’de serum iire ve kreatinin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis vardi (her
ikisi i¢in p<0.02) . Grup III ve Grup IV’te ise Grup I’e gore lire ve kreatinin
seviyelerinde artig saptanmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Grup
IT ile grup IV karsilastirildiginda iire ve kreatinin diizeylerinde anlamli farklilik
saptandi (swrastyla p<0.07, p<0.02). Grup III (KAL-1 grubu) ve Grup IV (KM+KAL-
1 grubu) kendi aralarinda degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli fark

saptanmadi (Tablo 8) (Sekil 4-5).

Tablo 8. Calisma gruplarinda klinik ve laboratuar veriler

Grup I Grup II Grup III Grup IV
(Kontrol) (KM) (KAL-1) (KM+KAL-1)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Baslangi¢ agirhk 186.8+£36.9 180.5+24.4 179.8+£23.4 176.9£12.3
6. giin agirhk 191.4+33.8 154.4421.1 155.9£19.1 156.8+16.7
Ure (mg/dl) 39.85+1.95 46+2.44° 41.28+1.79° 41.1442.19°
Kreatinin (mg/dl) 0.50+0.04 0.67+0.03" 0.52+0.03" 0.48+0.03"¢
SOD (U/mg) 1.36+0.27 1.88+0.64 1.84+0.54 1.72+1.05
CAT (k/g) 0.69+0.05 0.98+0.11° 0.83+0.13*" 0.84+0.12°
MDA (nmol/g) 18.87+2.64 28.8444.75° 20.2242.31° 25.0142.85%

SOD: Siiperoksit dismutaz

CAT: Katalaz

MDA : Malondialdehid

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
Grup I ile karsilastirildiginda: *p<0.05
Grup 11 ile karsilastirldiginda: °p<0.05
Grup III ile karsilastirildiginda: “p<0.05
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Kontrol KM KAL-1 EKM+KAL-1
KM: Konstrast madde, KAL-1: Kalpain inhibitérii-1

Sekil 5. Calisma gruplarinda serum kreatinin diizeyleri
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3.1.2. Doku Siiperoksit Dismutaz, Katalaz ve Malonildialdehid Diizeyleri

Tiim gruplar i¢in, bobrek dokusunda biyokimyasal analizler sonucunda elde
edilen MDAdiizeyleri ve SOD, CAT enzim aktivitelerine ait veriler tablo 8, sekil 6, 7
ve 8’de gosterilmistir.

Bobrek dokusunda 6lgiilen CAT diizeyleri agisindan kontrol grubu ile sadece
KM verilen grup arasinda belirgin bir fark gbézlendi, enzim aktivitesi KM verilen
grupta artmis olarak saptandi (p<0.002). KM ile birlikte KAL-1 verilen grupta sadece
KM verilen gruba gore CAT diizeylerinde anlamli bir azalma saptandi (p<0.002).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda KAL-1 grubu ve KM+KAL-1 grubunda CAT
seviyeleri anlamli olarak yliksek saptandi (her ikisi i¢in p<0.02).
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Kontrol KM KAL-1 KM+KAL-

KM: Konstrast madde, KAL-1: Kalpain inhibitérii-1

Sekil 6. Doku katalaz enzim aktivitesi

Tim gruplar doku MDA diizeyleri agisindan incelendiginde, kontrol grubuna
gore KM ve KM+KAL-1 gruplarinda MDA diizeyi anlamli olarak daha yiiksek
saptandi (sirastyla p<0.002, p<0.006). KM+KAL-1 ve KAL-1 gruplarinda KM
grubuna gore MDA diizeyleri daha diisiik olmakla birlikte sadece KAL-1 grubu ile
KM grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (p<0.002).
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Doku MDA dlizeyl (nmol/g)

Kontrol KM Kal-1 EM-+EAL-1
KM: Konstrast madde KAL-1: Kalpain Inhibitorii-1, MDA: Malonildialdehid

Sekil 7. Doku malonildialdehid (MDA) diizeyleri
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Kontrol K KAL-1 KM+KAL-1
KM: Konstrast madde KAL-1: Kalpain Inhibitorii-1, SOD: Siiperoksit dismutaz

Sekil 8. Doku siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri
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Bobrek dokusundaki SOD diizeyi KM grubunda en yiiksek, kontrol grubunda
en diisik olmakla birlikte gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi.
3.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitlerde, kortekste glomeriillerin normal yapi1 ve

boyutlarda oldugu dikkati ¢ekti. Korteks ve mediilladaki tiibiillerde vakuolizasyon,

dejenerasyon veya nekrotik degisikler gibi patolojik bir bulguya rastlanmamigtir

(Sekil 9-10).

Sekil 9. Grup I (kontrol grubu): normal yapida olan kortikal tiibiillerin histolojik
goriinimii (PAS X 200)
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Sekil 10. Grup I (kontrol grubu): normal yapida olan mediiller tiibiillerin histolojik
goriinimii (PAS X 200)

Kontrast verilen grupta (Grup II) kortekste bazi glomeriiluslara ait yap1 ve
boyutlarda anlamli farkliliklar izlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda KM
grubuna ait kesitlerde tibiil epitelinde diizensizlik ve dokiilmeler, bazal
membranlarda kalinlagsma, ayrisma ve bozulmalar belirgin sekilde artmust1 (Sekil 11).

Kortikal bolgedeki tiibiiliislerde daha belirgin  olmak Tlizere epitel
vakuolizasyonu kontrol grubuna gore belirgin sekilde fazlaydi (Sekil 12).

Kontrast madde grubunda tiibiiler epitelde yassilagsma, epitel hiicrelerinde
dokiilmeler ve hyalen birikimleri kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla
gozlemlendi (Sekil 13).

Glomeriiller ve tiibiilisler arasinda intertisyel alanda iltihabi hiicre
infiltrasyonunda artis mevcuttu (Sekil 14). Kortikomediiller bdlgede peritiibiiler
fibrotik alanlar ve bunlar arasindaki kopriilesmeler KM grubunda diger gruplara gore

daha sik gozlendi (Sekil 15).
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Sekil 11. Grup II (KM grubu): belirgin tiibiiler dilatasyon, tiibiil epiteli firgcamsi1
kenarlarinda ayrilma ve bozulmalar (PAS X 200)
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Sekil 12. Grup II (KM grubu): tiibiiler lezyonlar ve vakuolizasyon (H&E X 200)
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Sekil 13. Grup II (KM grubu): mediilladaki tiibiil epitellerinde destriiksiyon, bazal

membranlarda kalinlagsmalar ve hyalen birikimleri (H&E X 200)

Sekil 14. Grup II (KM grubu): mediillada iltihabi infiltrasyon (PAS X 200)
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Sekil 15. Grup II (KM grubu): mediillada peritiibiiler fibrotik alanlar ve bu alanlar
arasindaki kopriillesmeler (PAS X 200)

Grup IV’de (KM+KAL-1 grubu) interstisyel inflamasyon, interstisyel fibrozis,
tiibiiler epitel degisiklikleri ve hiicre dokiilmeleri, bazal membran kalinlagsmasi,
dilatasyon, vakuolizasyon, hyalen birikimleri gibi tiibiilointerstisyel hasar bulgular1
anlamli olarak daha az olarak gézlemlendi (Sekil 16,17).

Grup III’de (KAL-1 grubu) korteks ve mediilladaki olusumlarin yapilarmnin
korundugu goézlendi. Glomeriil bazal membrani normal kalinlik ve goriiniime sahipti.
Tibil epitellerinde kontrol grubuna gore daha fazla vakuolizasyon olmasi dikkat
cekmekteydi (Sekil 18). Tiibiiler hasara ait diger bulgulara rastlanmadi.

Sonug olarak KAL-1 ile saglanan kalpain inhibisyonunun bobrekte korteks ve
mediillada KM’ye baghh olusan hasara karsi koruyucu etkilerinin oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 16. Grup IV (KM+KAL-1 grubu): kortikal tiibiillerde orta diizeyde epitel
farklilagmas1 ve hidropik degisiklikler (H&E X 200)

Sekil 17. Grup IV (KM+KAL-1 grubu): mediilladaki tiibiillerde orta diizeyde epitel
farklilagmas1 (PAS X 200)
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Sekil 18. Grup III (KAL-1 grubu): tiibiil epitellerinde orta diizeyde vakuolizasyon

3.3. TUNEL Bulgulan

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1sik
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol grubunda +1
yayginliginda gozlendi (Sekil 19). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda KM grubunda
belirgin olarak artmis TUNEL pozitifligi dikkati ¢ekti ve +4 olarak degerlendirildi
(Sekil 20). KM+KAL-1 grubunda ise TUNEL pozitifligi KM grubuna gore anlaml
olarak azalmis olup +2 olarak degerlendirildi (Sekil 21).

41



Sekil 19. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda +1 yaygmliginda TUNEL pozitif
hiicreler (—) X 100

Sekil 20. KM grubuna ait bobrek dokusunda +4 yayginliginda TUNEL pozitif
hiicreler (—) X 100
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Sekil 21. KM+KAL-1 grubuna ait bobrek dokusunda +2 yayginliginda TUNEL
pozitif hiicreler (—) X 100
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4. TARTISMA

Kontrast ajanlarin kullanimma bagli nefrotoksisite ile ilgili ilk yaymlarin
yaklagik 50 yil once bildirilmesiyle birlikte giindeme gelen kontrast nefropatisi,
KM’lerin intravaskiiler kullanimini1 kisitlayan en o©nemli nedenlerden biridir.
Yapilan arastirmalarda hastanede gelisen akut bobrek yetmezliklerinin en sik {i¢iincii
nedeni olarak saptanmasi ve artmig morbidite ve mortalite hiziyla iligkili olmasi
KMN’nin 6nemini arttirmaktadir (1, 3, 17).

Literatiirde, KAL-1’in renal iskemi/reperflizyon hasarindaki etkilerinin
arastirildigr ¢alismalarda, kalpain inhibisyonuyla renal tiibiiler epitel hiicrelerinde
apopitozisin ve oksidatif stresin azaldigi, renal fonksiyonlarmm korundugu
gosterilmistir (11). Bu calismada ratlarda kontrast nefropati modeli olusturulmus ve
KAL-1 ile saglanan kalpain inhibisyonunun KMN’de olusan renal degisiklikler
iizerine olan etkileri arastirilmistir.

Genel olarak voliim azligi, diabetes mellitus, kronik bobrek hastaligi, yas,
konjestif kalp yetmezligi gibi durumlar KMN gelisimi i¢in risk faktorleridir. Kontrast
kullanim1 sonras1 nefropati gelisme siklig1 risk faktorleri ile dogru orantilidir (14,
15). Deneysel hayvan modelleriyle yapilan calismalarda tek basina KM verilerek
nefropati olusturulmas1 giic goriinmektedir. Literatiirde arastirmacilar deneysel
kontrast nefropatisini indiiklemek icin dehidratasyon, ditliretikler, nefrektomi,
gliserol, NSAII gibi farkli yontemler kullanmaktadirlar (138). Baz1 arastirmacilar 24
saatlik dehidratasyon sonrasi 10 ml/kg KM ile renal hasarlanma ve serum kreatinin
degerlerinde yiikselme gozlemlediklerini belirtmiglerdir (145). Yapilan bazi
calismalarda ise 24 saat dehidratasyon sonrasi KM verilmesi ile renal hasar ve serum
kreatinin diizeylerinde ylikselme go6zlenmemis, gliserol injeksiyonu veya
indometazin ile birlikte KM uygulandiginda KMN oldugu ve doku MDA
diizeylerinin artt1ig1 saptanmistir (146). Toprak ve ark. (147) yaptiklar1 bir caligmada
72 saatlik dehidratasyon siiresi sonrasi ratlar agirliklarinin %30’unu kaybettiklerini
ve dehidratasyon sonrasi intravendz olarak uygulanan 6 ml/kg diatrizoatin kontrol
grubuna gore anlamli olarak serum kreatinin ve MDA seviyelerini yiikselttigini
gostermislerdir. Genel olarak iyonik YOKM’lerin ve yliksek dozda KM kullanmanin
daha nefrotoksik oldugu kabul edildigi i¢in ¢alismamizda KM olarak iyonik YOKM

olan diatrizoat kullanildi. Deneysel modellerde istenilen siklikla bobrek yetmezligi
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gelistirilemedigi i¢in dehidratasyon siiresi 72 saat olarak belirlendi ve belirlenen bu
susuzluk siiresi sonrasi ratlara 6 ml/kg dozunda diatrizoat verilerek nefropatinin
indiiklenmesi amaglandi.

Cesitli caligmalarda ratlara 10 mg/kg dozunda uygulanan KAL-1 ile kalpain
inhibisyonunun saglandig1 gosterilmistir (11, 148). Calismamizda ratlarin ortalama
agirliklar dikkate alinarak KMN gelismesini dnleyebilmek i¢cin KM uygulamasindan
30 dakika once intraperitoneal olarak 10 mg/kg dozunda KAL-1 verildi.

Kontrast madde uygulamasini takiben ilk 24 saat icinde serum kreatinin
seviyelerinin yiikselmesi KMN tanis1 i¢in gereklidir (1). KM grubunda kontrol
grubuna gore iire ve kreatinin degerleri anlamh olarak yiiksek saptandi (sirasiyla
p<0.002, p<0.002). KM grubundaki serum kreatinin seviyelerindeki yilikselme
KMN’nin tan1 ve klinik seyri ile benzerlik gostermektedir (1, 12, 13). KM grubu ile
karsilastirildiginda KAL-1 alanlarda serum kreatinin ve iire degerleri anlamli olarak
diisiik saptandi (sirasiyla p<0.002, p<0.007). Kontrol ve KAL-1 gruplar1 arasinda iire
ve kreatinin degerleri acisindan anlamli farklilik izlenmedi. Serum iire ve kreatinin
degerlerinin KM+KAL-1 grubunda KM grubuna gore anlamli olciide diisiik
saptanmast KAL-1’in renal fonksiyonlar iizerine koruyucu etkisi oldugunu
desteklemektedir.

Son zamanlarda, bir ¢ok klinik durum ile baglantis1 oldugu diisiiniilen oksidatif
dengedeki bozulmanin KMN fizyopatolojisinde de rolii oldugu gosterilmistir (29,
44). KMN patogenezinde olan renal mediiller iskemi ve tiibiil epitel hiicrelerine
direkt toksik hasar, reaktif oksijen tiirlerinin Uretiminin artmasina arabuluculuk
edebilir (49). Her iki durumda SOR artmakta ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan
oksidatif stres nedeni ile renal hasar meydana gelmektedir. Literatiirde bazi
antioksidan ajanlarin koruyucu etkileri oldugunu gosteren ¢cok sayida makale olmasi
da bu hipotezi desteklemektedir (99, 100). Bu antioksidan ajanlardan en bilineni
NAC, iizerine en ¢ok ¢aligma yapilan ve klinik uygulamalarda hidrasyona ek olarak
en sik kullanilan ajandir. Ko¢ ve ark. (149) ratlarda olusturduklar1 deneysel KMN
modelinde KM uygulanan gruptaki ratlarin serum {ire, kreatinin ve MDA
seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugunu ve NAC veya
beta glukan kullanimi ile KMN gelisiminin Onlenebilecegini ve MDA seviyeleri

dahil diger oksidatif stres belirteglerinde anlamli diisiis oldugunu goéstermislerdir.
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Parvez ve ark. (146) yaptiklar1 bir calismada gliserol injeksiyonu ile birlikte
diatrizoat verilen ratlarda MDA seviyelerini kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek saptamiglardir. Bakris ve ark. (150) KM verilmesiyle MDA seviyelerinde
artts ve renal kan akiminda anlamli diisme saptamislardir. Bu calismada da
literatiirdeki diger ¢alismalara benzer olarak MDA seviyeleri KM uygulamasi sonrast
KM grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak artmis bulunmustur (p<0.002).

Lipid peroksidasyonunun son iriinii olan MDA oksidatif stresi gosteren
biyokimyasal bir belirtectir. Oksidatif stresle birlikte artan SOR’larmn olusturdugu
lipid peroksidasyonu hiicre membran hasarinin ve parcalanmasinin en Onemli
sebeplerinden biridir. Ciinkii hiicre membranlarindaki poliansatiire yag asitlerinin
peroksidasyonu membran akiskanliginda ve permeabilitesinde degisikliklere yol
acar, protein degradasyonunu arttirir, sonug olarak hiicre lizisi gelisir (151).

Viicutta olusan reaktif oksijen iiriinleri, belli bir denge dahilinde olusmaktadir.
SOR’lar hiicrede mitokondriyal respirasyonda, hiicrenin sinyal mekanizmasinda ve
bakterileri fagosite etmek gibi fonksiyonlarda gereklidir ve viicudun savunma
sisteminin bir parcasidir. Viicutta, SOR iiretiminin artmasi sonucu olusabilecek
hasar1 engellemek icin antioksidan vitaminler, rediikte glutatyon, SOD, CAT ve
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler ve siilhidrillerden olusan bir
antioksidan savunma sistemi bulunur (150-152).

Bobrek tizerine istenmeyen etkileri oldugu bilinen bir¢ok ajanin nefrotoksik
etkisi ile oksidatif stres arasindaki iligkiyi ve uygulanan antioksidan tedavilerin
etkilerini gostermek icin MDA diizeylerini ve CAT, SOD ve glutatyon peroksidaz
gibi enzim aktivitelerini arastiran literatiirler mevcuttur. Bobrek toksitesi bilinen
sisplatin ile yapilan bir ¢aligmada, biyokimyasal olarak MDA diizeylerinin sisplatin
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiikseldigi ve antioksidan bir madde
olan kafeik asit fenetil ester verilmesiyle MDA diizeylerinde diisme oldugu
gozlenmistir (153). Oksidatif stres araciligiyla nefrotoksik etkileri gdsterilen
doksorubisin ile yapilan c¢aligmada, doksorubisin grubunda, MDA seviyesinin
kontrol grubu ve koruyucu, antioksidan ajan verilen grup ile kiyaslandiginda anlamli
diizeyde arttig1 gosterilmistir (154).

Chatterjee ve ark. (11) yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada, ratlarda 45 dakika

siren bilateral renal iskemi ve ardindan 6 saatlik reperfiizyon ile renal
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iskemi/reperfiizyon hasar1 olusturmuslardir. Bobrekteki etkilerini  incelemek
amaciyla ratlara operasyondan once intraperitoneal olarak 10 mg/kg dozunda KAL-1
uygulamislardir. Calismanin sonucunda iskemi/reperfliizyon hasar1 ile oksidatif
streste artisin ve renal fonksiyonlardaki bozulmanin KAL-1 ile engellenebilecegini
belirtmislerdir. Bagka bir ¢alismada hemorajik soka bagl renal hasar ve bobrek
fonksiyonlardaki azalmanin KAL-1 uygulamasi ile azalttig1 gosterilmistir (148).

Bu ¢alismada KM ile birlikte KAL-1 verilen gruptaki MDA diizeyleri sadece
KM verilen gruba gore daha diisiik saptanmistir. CAT diizeyi, KM ile birlikte KAL-1
verilen grupta kontrol grubuna gore daha yiiksek, ancak sadece KM verilen gruba
gore daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Sonugta antioksidan bir enzim olan CAT,
artmis oksidatif strese karsi aktivite artis1 ile cevap vermeye calismaktadir. SOD
diizeylerinde ise gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir. Bu sonuglar
literatlirdeki KAL-1 ile yapilan ¢aligmalara benzer olarak KAL-1’in antioksidan
etkilerinin oldugunu destekler niteliktedir (11, 148, 155).

Yapilan bu ¢aligmada biyokimyasal analizlerin yam1 sra KM uygulanas: ile
bobrek dokusunda olusan histopatolojik degisiklikler ve buna karsi KAL-1’in
koruyucu etkileri arastirilmistir. KM grubundaki ratlarin bobrek dokularinda PAS ve
H&E boyamasi sonucu glomeriiler yapilarda diizensizlikler, tiibiillerde dilatasyon,
tiibiil epitellerinde ayrilma ve bozulmalar ile vakuolizasyonu gosteren seffaf
goriiniimli tiiblller gozlenmistir. Toprak ve ark. (147) diatrizoat ile deneysel KMN
olusturulmus ratlarm bobrek dokularinda ¢alismamizdaki sonuglara benzer bulgular
elde etmislerdir. Bu calismada KM ile birlikte KAL-1 uygulanan ratlarda tiibiiler
dilatasyon, tiibiil epitellerinde ayrilma ve bozulmalar ile glukojenik vakuolizasyonun
sadece KM uygulanan grupla karsilastirildiginda belirgin olarak azaldigi
gozlenmistir. KAL-1’in koruyucu etkileri renal kortekste mediillaya gore daha
belirgin olarak saptanmistir. Bu caligmaya benzer sekilde kalpain inhibisyonunun
nefrotoksik ajanlara bagli renal hasara olan etkilerinin arastirildigi bir ¢caligmada,
arastirmacilar p-aminofenol’e baglhi gelisen tiibiiler dilatasyon, tiibiiler epitel
dokiilmeleri ve hyalen birikimleri gibi renal hasar bulgularmnin kalpain inhibisyonu
ile azaldigini gozlemislerdir (156).

Hipoksik durumlar veya nefrotoksik ajanlara bagli gelisen renal hasarda

kalpain ve apopitozis arasindaki iligki bircok calismada gosterilmistir. Programli
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hiicre Olimii olarak adlandirilan apoptozis, hiicrelerin proliferasyon ve
diferansiyasyonu sirasinda ortadan kaldirilmasinda rol alan bir 6lim seklidir (157).
Apoptotik hiicre 6liimii, Bcl-2 ailesinden proteinler, kalpainler ve kaspazlarin rol
aldig1 apoptotik sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile diizenlenmektedir. Bcl-2 ve Bcl-
XL hiicre 6limiinii engelleyen anti-apoptotik faktorler olup, Bax ve Bad ise hiicre
Oliimiine neden olan pro-apoptotik faktorlerdir (158). Nefrotoksik etkisi 1yi bilinen
sisplatin ile yapilan bir ¢alismada, kalpain ve kaspaz sistemlerinin sisplatine bagli
gelisen renal hasarda apopitozisi arttirarak hiicre 6liimiine neden olduklar1 ve bu
sistemlerin inhibisyonu ile apopitozisin azaldig1 ve renal hasarda iyilesme oldugu
gozlenmistir (135). Romano ve ark. (59) YOKM uygulamas ile renal hiicrelerde
kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitelerinin ve apopitozisin arttigini géstermiglerdir. YOKM
diatrizoat uygulamasi sonucu gelisen renal hiicre hasarinin incelendigi bir ¢alismada,
diatrizoatm insan renal tiibiiler epitel hiicre kiiltiirlerinde Bcl-2 iiretimi ve kaspaz-3
aktivitesindeki artis ile apopitozise neden oldugu gosterilmistir (159).

Bu c¢alismada apoptotik hiicrelerin belirlenmesi icin TUNEL yontemi ile
boyanan preparatlarin 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; kontrol grubu ile
kiyaslandiginda KM grubunda apoptotik hiicrelerde anlamli bir artis oldugu
gozlenmistir. Lee ve ark. (160) tarafindan yapilan bir calismada, ratlara KM
uygulamasi sonucu renal tiibiiler epitel hiicrelerinde gelisen apopitozis TUNEL
metodu ile arastirilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alisma sonuclarina paralel olarak, KM
uygulanan gruplarda TUNEL boyamasinda artis saptanmistir ve caligmadaki bagka
bir bulgu da diabetik ratlarda apopitozisin normal ratlara gore belirgin olarak artmig
oldugunun saptanmasidir. Bir anjiotensin reseptor blokeri olan telmisartan ile
yapilmis bir ¢alismada, ratlarda olusturulmus kontrast nefropatiye bagli apopitozis
artiginin  telmisartan uygulamasi 1ile engellendigi ve renal fonksiyonlarin
korunudugu gosterilmistir (161).

Bu calismada KM + KAL-1 grubunda KM grubu ile kiyaslandiginda
apoptotik hiicrelerde anlamli bir azalma gozlenmistir. KAL-1 uygulamasi ile
TUNEL pozitif boyanan hiicrelerdeki azalma, KMN olusturulan ratlarin renal
tiibiiler hiicrelerinde, kalpain artismma bagl gelistigi diisiiniilen sinyal iletiminin
bozulmasi, membran defektleri ve apopitozisteki artisin kalpain inhibisyonu ile

engellenmesine bagl olabilir. Ayrica KAL-1, antioksidan o6zellikleri nedeniyle
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oksidatif streste azalmaya yol acarak oksidatif strese bagli gelisen apopitozisi
engelliyor olabilir.

Alzheimer hastaligi, kanser, muskiiler distrofi, travmatik noérolojik hasar,
ateroskleroz ve toksik veya hipoksik durumlarda gelisen organ hasar1 gibi
hastaliklarda rolii oldugu diisiiniilen kalpainler iizerine son yillarda bir¢ok aragtirma
yapilmaktadir. Kalpain inhibisyonu tedavide kullanilabilecek 6nemli bir stratejidir.

Sonug olarak bu g¢alismada; bir kalpain inhibitorii olan KAL-1’in, ratlarda
deneysel olarak olusturulmus KMN modelinde, oksidatif stres artisini ve
apopitozisi engelleyerek renal fonksiyonlarm korunmasini sagladigi saptanmistir.
Kalpain inhibitorleri ile yapilacak in-vitro veya in-vivo ¢aligmalar bir¢ok hastalikta
uygulanan tedavilere farkli bakis acilar1 kazandwrabilecektir. Kalpain
inhibitorlerinin  klinik kullanimmin 6niindeki en biiyiikk engel, spesifitedeki
eksiklikleri nedeniyle tiim sistein proteazlar1 ve diger proteolitik enzimleri inhibe
etmesi gibi goriinmektedir. Gelecekte daha ileri ve ayrintili ¢aligmalarla, kalpain
sistemi ile iliskili patofizyolojik mekanizmalarin aydmlatilabilmesi ve kalpain
inhibitorlerinin eksiklerinin tamamlanmasi sayesinde bir¢cok hastalikta yeni tedavi

yaklasimlar1 olusturulabilecektir.
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